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Beschreibung 

[0001] Die Erfmdung betrlfft Verfahren nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1. Sie betrifft femer ein Medlkament 
nach dem Oberbegriff des Anspruchs 32, einen WIrkstoff nach dem Oberbegriff des Anspruchs 63 sowie Verwendungen 
nach den Oberbegriffen der AnsprOche 81 und 114. 

[0002] Ein solches Verfahren ist aus der nachvereffentlichten WO 99/32619 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt 
auf die Hemmung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. Dazu Ist es erforderllch, daft das dop- 
pelstrangige Oligoribonukleolid eine zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange von mindestens 25 Basen auf- 
weist. Zur Erzietung einer effizlenten Hemmung ist eine LSnge der identischen Sequenz von 300 bis 1000 Basenpaare 
erfordertich. Der Herstellungsaufwand eines solchen Qligoribonukleotids ist hoch. 

[0003] Die DE 196 31 919 C2 beschreibt eine Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen, wobei die Anti- 
Sinn-RNA in Form eines sie kodierenden Vektors vorliegt. Bei der Anti-Sinn-BNA handelt es sich um ein RNA-Molekul, 
das komplementar zu Bereichen der mRNA ist. Durch Bindung an diese Beretche wird eine Hemmung der Genexpres- 
sion bewirkt. Diese Hemmung kann insbesondere zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen, z.B. Tumorer- 
krankungen oder viralen Infektionen, eingesetzt werden. - Die Anti-Sinn-RNA muB nachteiligenvelse in einer Menge 
in die Zelle eingebracht werden, die mindestens genauso groii wie die Menge der mRNA Ist, Die Wirksamkelt der 
bekannten Anti-Sinn-Verfahren ist nicht besonders hoch. 

[0004] Aus der US 5,712,257 ist ein Medikament bekannt, das fehlgepaarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und 
biologisch aktive fehlgepaarte BruchstOcke von dsRNA In Form eines ternSren Komplexes mit einem oberflachenak- 
tiven MIttel enthait. Die dabei venwendete dsRNA besteht aus synthetisch hergestellten Nukleinsaureeinzelstrangen 
ohne definierte Basensequenz. Die Einzelstrange gehen nicht-regulare, sogenannte •'Nicht-Watson-Crick''-Basenpaa- 
rungen miteinander ein, so dafi fehlgepaarte Doppelstrange gebildet werden. Die bekannte dsRNA dient zur Hemmung 
der Vermehrung von Retroviren, wie HIV. Die Vermehrung des Virus kann gehemmt werden, wenn nicht-sequenzspe- 
zifische dsRNA in die Zellen eingebracht wird. Es kommt dabei zu einer Induktion von Interferon, wodurch die Virus- 
vermehrung gehemmt werden soil. Der hemmende Effekt bzw. die Wirksamkelt dieses Verfahrens ist gering. 
[0005] Aus Fire. A. et.al. NATURE, Vol. 391 , pp. 806 ist es bekannt. dali dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise 
komplementSr zu einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist. die Expression dieses Gens mit einer hohen 
Wirksamkelt hemml. Es wird die Auffassung vertreten, daB die besondere Wirksamkelt der venvendeten dsRNA in 
Zellen des Fadenwurms nicht auf dem Anti-Sinn-Prinzip beruht, sondem mogllchenveise auf katalytische Eigenschaf- 
ten der dsRNA bzw. durch sie induzlerte Enzyme zurOckzufOhren ist. - Ober die Wirksamkelt speziflscher dsRNA in 
bezug auf die Hemmung der Genexpresslon, Insbesondere In Sflugerzellen und humanen Zellen, Ist In diesem Artlkel 
nichts ausgesagt. 

[0006] Die WO 92/19732 betrlfft Antl-Sinn-Oligonukleotide und deren Venvendung. Die elnzelstrSngigen Oligonu- 
kleotide sind zum Schutz gegen enzymatlschen Abbau durch Exonukleasen rOckgefaltet oder topologisch geschlossen. 
Ihre Wirkung beruht insbesondere auf der Blockade der Expression von Zielgenen durch Tripel-Helixbindung, 
[0007] Die WO 98/05770 betrifft eine Anti-Sinn-RNA. Die Anti-Sinn-RNA weist einen doppelstrangigen Bereich auf. 
Dieser Bereich ist jedoch nicht komplementar zum Zielgen. Beim doppelstrangigen Bereich handelt es sich um eine 
durch eine Poly-GCGC ... - sequenz erzeugte selbstkomplementare Faltung, welche der Stabilisierung des Molekuls 
dient. 

[0008] Ulmann et al., 2377 Chemical Review, 90 (1990) June, No. 4, Washington DC, US gibt einen Uberblick uber 
die Wirkungsweise von Antl-Sinn-Oligonukleotiden. 

[0009] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil 
insbesondere ein mGglichst efflzientes Verfahren, Medikament bzw. Wirkstoff und eine moglichst effiziente Verwendung 
zur Herstellung eines Medikaments bzw. Wirkstoffs angegeben werden, mit dem/der eine besonders wirksame Hem- 
mung der Expression eines vorgegebenen Zielgens bewlrkbar Ist. 

[0010] Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der AnsprOche 1, 32, 63, 81 und 114 gelOst. Vortellhafte Ausgestal- 
tungen ergeben sich aus den AnsprOchen 2 bis 31. 33 bis 62, 882 bis 113 und 115 bis 125. 
[001 1] Die Aufgabe wird geldst u.a. durch die Merkmale Anspruchs 1 . 

[0012] Es hat sich uberraschendenweise gezeigt, daft bereits bei einer Lange des komplementaren Bereichs von 
weniger als 25 aufeinanderfolgenden Nukleotidpaaren eine wirksame Hemmung der Expression des Zielgens erreicht 
werden kann. Entsprechende Oligoribonukleotide kdnnen mit geringerem Herstellungsaufwand bereitgestellt werden. 
[0013] Insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 Nukleotidpaaren induziert in Saugerzellen und huma- 
nen Zellen bestimmte zellulare Mechanlsmen, z.B. die dsRNA-abhanglge Proteinkinase oder das 2-5A-System. Das 
fuhrt zum Verschwinden des durch die eine definierte Sequenz aufweisende dsRNA vermittelten Interferenzeffektes. 
Dadurch wird die Protelnblosynthese in der Zelle blockiert. Insbesondere dieser Nachteil wird durch die vorliegende 
Erfindung beseitigt. 

[0014] Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Kettenlange in die Zelle bzw. in den Zellkern gegenuber 
langerkettigen dsRNAs deutlich erieichtert. 
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[0015] Es hat sich als vorteilhaft erwiesen. dafi die dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, 
vorliegt. Die dsRNA kann gleiclifalls in vtrale naturliche Kapslde Oder in auf chemiscliem oder enzymatischem Weg 
hergestellte kunstliche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen eingeschtossen sein. - Die vorgenannten Merkmale 
ermoglichen ein Einschleusen der dsRNA in vorgegebene Zielzellen. 

5 [0016] Das zu hemmende Gen wird zweckmafiigerweise in eukaryontischen Zellen exprimiert. Das Zielgen kann 
aus der folgenden Gruppe ausgewShlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Proteln-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. Es 
kann auch in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert werden. Es kann Bestandteit eines, 
vorzugsweise humanpathogenen, Virus oder Viroids sein. - Das vorgeschlagene Verfahrenermoglicht die Herstellung 
von l\^itteln zur Therapie genetisch gesteuerter Krankheiten, z.B. Krebs, viraler Erkrankungen oder Morbus Alzheinner. 

10 [0017] Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpathogenes Virus oder Viroid sein. In diesem Fall 
erlaubt das erfindungsgemafie Verfahren auch die Bereitsteilung von Mittein zur Behandlung von Tier- oder Pflanzen- 
krankheiten. 

[001 8] Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist die dsRNA abschnittsweise doppelstrSngig ausgebildet. Die 
Enden der dsRNA kdnnen modifiztert werden, um einem Abbau in der Zetle oder einer Dissoziation in die Einzelstrdnge 

45 entgegenzuwirken. Eine Dissoziation tritt insbesondere bei Verwendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Ket- 
tentdngen auf. Zur besonders wirksannen Hemmung der Dissoziation kann der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zu- 
sammenhalt der doppelstrSngigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwel, weitere chemische VerknQp- 
fung/en erhoht werden. - Eine erfindungsgemafie dsRNA, deren Dissoziation vermindert ist, weist eine hdhere Stabilitdt 
gegen enzymatischen und chemischen Abbau in der Zelle bzw. \m Organismus auf. 

20 [0019] Die chemische Verknupfung wird zweckmSRigerweise durch eine kovalente oder ionische Bindung, eine Was- 
serstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waalsoder Stapelungswechselwir- 
kungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders vorleilhaften Ausgestaltungs- 
merkmal an mindestens einem, vorzugsweise an beiden, Ende/n hergestellt werden. 

[0020] Es hat sich weiter als vorteilhaft enwiesen, dal^ die chemische VerknOpfung mittels einer oder mehrerer Ver- 
25 bindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-propan- 
diol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. Die chemische Verknupfung kann auch durch In der doppelstrangigen 
Struktur anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil ist es ferner, daft die chemische 
Verknupfung durch in der doppelstrangigen Struktur eingefOhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. Ste kann au&erdem 
durch in der doppelstrangigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wer- 
30 den. 

[0021] Es hat sich als zweckmallig erwiesen, daft zur Herstellung der chemischen VerknOpfung mindestens eine 
der folgenden Gruppen benutztwird: Methytenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N- 
acetyt-N'-(p-gIyoxylbenzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer kann die chemische VerknOpfung durch an den 
Enden des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden. Vorzugsweise wird die 

35 chemische Verknupfung an den Enden des doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt. 
[0022] Die chemische Verknupfung kann zweckmaBigenweise durch ultraviolettes Licht induziert werden. 
[0023] Die Nukleotide der dsRNA konnen modifiziert sein. Dies wirkt einer Aktivierung einer von doppelstrangiger 
RNAabh^ngigen Proteinkinase, PKR, in der Zelle entgegen. Vorteilhaflerweise ist mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe 
der Nukleotide der dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'- 

40 Amino- oder eine 2'-Methylgruppe, ersetzt. Mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang der doppelstrangigen 
Struktur kann auch ein sogenanntes "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Methylenbruk- 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring sein. Vorteilhaflerweise sind mehrere Nukleotide "locked nucleotides". 
[0024] Nach einer weiteren besonders vorteilhaflen Ausgestaltung ist vorgesehen, daft die dsRNA an mindestens 
ein von einem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, 

46 damit assoziiert oder davon umgeben wird. Das Hullprotein kann vom Polyomavirus abgeleitet sein. Es kann das 
nonprotein das Virus-Protein 1 (VP1 ) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalten. Die Verwendung 
derartiger Hullproteine Ist z.B. aus der DE 1 96 18 797 A1 bekannt. - Die vorgenannten Merkmale erierchtert wesentlich 
das EinfOhren der dsRNA in die Zelle. 

[0025] Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids oder kapsidarttgen Gebitdes aus dem HOIIprotein die eine Seite 
50 zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. Das gebildete Konstrukt ist besonders stabil. 

[0026] Die dsRNA kann zum prim^ren oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar sein.- Die 
Zelle kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

[0027] Es konnen mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs in die Zelle eingefuhrt werden, wobei ein 
Strang jeder dsRMA zumindest abschnittsweise komptementar zu jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen 
55 Zielgenen ist. Dadurch ist es moglich. gleichzeitig die Expression mindestens zwei verschiedener Zielgene zu hemmen. 
Um die Expression einer von doppelstrangiger RNA abhangigen Proteinkinase, PKR, in der-Zelle zu unterdrOcken, ist 
eines der Zielgene vorteilhaftenveise das PKR-Gen. Dadurch kann die PKR-AkttvitSt in der Zelle wirksam unterdrOckt 
werden. 
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[0028] Nach MaBgabe der Erfindung wird die Aufgabe ferner durch ein Medikament mit den Merkmalen der Anspru- 
Che 32 bzw. 63 geldst. - Es hat sich uberraschend gezeigt, da(J eine solche dsRNA sich als Medikament zur Hemmung 
der Expression eines vorgegebenen Gens in SSugerzellen bzw. in einem pflanzenpathogenen Virus Oder Viroids eignet. 
Die Hemmung wird im Vergleich zur VenA/endung einzelstrSngiger Oligoribonukleotide bereits bei Konzentrationen 
5 bewirkt, die um mindestens eine GrofJenordnung niedriger sind. Das erfmdungsgemafie Medikament ist hoch wirksam. 
Es sind geringere Nebenwirkungen zu erwarten. 

[0029] Nach weiterer Maftgabe der Erfindung wird die Aufgabe durch eine Ven/vendung eines Oligoribonukleotids 
mit den Merkmalen des des Anspruchs 81. - Ubenraschenderweise eignet sich eine solche dsRNA zur Herstellung 
eines Medikaments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens. Bei einer Verwendung von dsRNA wird 
10 die Hemmung im Vergleich zur Venvendung einzelstrangiger Oligoribonukleotide schon bei um eine GroBenordnung 
geringeren Konzentrationen bewirkt. Die erfindungsgemaBe Verwendung ermoglicht also die Herstellung besonders 
wirksamer Medikamente. 

[0030] Nach weiterer MaBgabe der Erfindung wird die Aufgabe geldst durch die Verwendung eines Vektors mit den 
Merkmalen des Anspruchs 114. - Die Venvendung eines solchen Vektors ermOglicht eine besonders wirksame Gen- 
15 therapie. 

[0031] Hinsichtllch vorteilhafter Ausgestaltungen des Medikaments und der Venvendung wird auf die Beschreibung 
der vorangegangenen Merkmale verwiesen. 

[0032] Nachfolgend werden anhand der Figuren Ausfuhrungsbeisplele der Erfindung naher eriautert. Es zeigen: 



Fig. 1 die schematische Darstellung eines Plasmids fur die in Wfro-Transkription mit T7- und SP6-Polymerase, 

Fig. 2 RNA nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel und Ethidiumbromidfarbung, 

Fig. 3 eine Darstellung radioaktiver RNA-Transkripte nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel 

mit 7 M Harnstoff mittets eines "Instant Imagers" und 



Fig. 4 a - e Texas-Rot- und YFP-Fluoreszenz in murinen Fibroblasten. 
AusfOhrungsbeisplei 1: 

30 

[0033] Die Inhibition der Transkriptlon wurde durch sequenzhomologe dsRNA in einem in wfro-Transkriptionssystem 
mit einem Kemextrakt aus humanen HeLa-Zellen nachgewiesen. Die DNA-Matrize fur diesen Versuch war das mittels 
SamHI linearisierte Plasmid pCMV1200. 

35 Herstellung der Matrizenplasmide: 



[0034] Zur Verwendung bei der enzymatischen Synthese der dsRNA wurde das in Fig. 1 dargestellte Plasmid kon- 
strulert. Dazu wurde zunachst eine Polymerase-Kettenreaktion (PGR) mit der "positive control DNA" des HeLaScribe® 
Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega, Madison, USA als DNA-Matrize durchgefQhrt. Einer der 

<o venvendeten Primer enthielt die Sequenz einer EcoRI-Schnittstelle und des T7-RNA-Polymerase-Promotors gemSB 
Sequenzprotokoll Nr. 1 . Der andere Primer enthielt die Sequenz einer SamHI-Schnlttstelle und des SP6-RNA-Polyme- 
rase-Promotors gemSB Sequenzprotokoll Nr. 2. DarOber hinaus wiesen beide Primer an Ihren 3'-Enden identische 
bzw. komplementare Bereiche zur DNA-Matrize auf. Die PGR wurde mittels des "TaQ PCR Core Kits^der Firma Qiagen, 
Hilden. Deutschland nach Herstellerangaben durchgefuhrt. In einem Volumen von 100 ^1 wurden 1,5 mM MgCl2, je 

-^5 200 hM dNTP, je 0,5 (iM Primer, 2,5 U Taqf-DNA-Polymerase und etwa 100 ng "positive control DNA" als Matrize in 
PCR-Puffer eingesetzt. Nach der anfSnglichen Denaturierung der Matrizen-DNA durch Erhitzen auf 94°C fur 5 Minuten 
erfolgte die Amplifikation in 30 Zyklen von je 60 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 60 Sekunden Annealing bei 5°C 
unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der Primer und 1,5-2 Minuten Polymerisation bei 72°C. Nach einer 
SchluBpolymerisation von 5 Minuten bei 72°C wurden 5 ^1 des Reaktionsansatzes durch Agarosegelelektrophorese 

50 analysiert. Die LSnge des so amplifizierten DNA-Fragmentes betrug 400 Basenpaare, wobei 340 Basenpaare der 
"positive control DNA" entsprachen. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt, mit EcoRI und 8amHI hydrolysiert und nach 
erneuter Aufreinigung zur Ligation mit einem ebenfalls durch EcoRI und BamHI hydrolysierten pUC18 Vektor einge- 
setzt. Es erfolgte Transformation von E. co//XL1-blue. Das erhaltene Plasmid (pCMV5) tragt ein DNA-Fragment, das 
am 5'-Ende von dem T7- und am 3'-Ende von dem SP6-Promotor flankiert wird. Durch Linearisierung des Plasmids 

55 mit eamHI kann es in vitro mit der T7-RNA-Polymerase zur run-ofiT-Transkription einer 340 Nukleotide langen, in Se- 
quenzprotokoll Nr. 3 dargestellten, einzelstrangigen RNA eingesetzt werden. Wird das Plasmid mit EcoRI linearislert, 
kann es zur run-o/f-Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase eingesetzt werden. wobei der komplementare Strang 
entsteht. Entsprechend dem zuvor dargestellten Verfahren wurde auch eine 23 Nukleotide langere RNA synthetisiert. 
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Dazu wurde eine in Sequenzprotokoll Nr. 4 dargestellte DNA uber die EcoRI und BamHI-Schnittstellen mit dem pUC1 8 
Veklor ligiert. 

[0035] A!s DNA-Matrize fur die in vitro-Transkriplion mit HeLa-Kernextrakt wurde das Plasmid pCMV1 200 konstruiert. 
Dazu wurde ein 1191 bp grolies EcoRI/BamHI-Fragment der im HeLaScrlbe® Nuclear Extract in vitro Transkriptionskit 
enthaltenen Positivkontroll-DNA mittels PGR amplifiziert. Das amplifizierte Fragment umfa(Jt den 828 bp grofien "un- 
mittelbar fruhen" CMV-Promotor und ein 363 bp grofies transkribierbares DNA-Fragment. Das PCR-Produkt wurde 
uber "T-Oberhang''-Ligation mit dem Vektor pGEM-T ligiert. Am 5'-Ende des Fragments ist eine BamHI-Schnitlstelle. 
Das Plasmid wurde durch Hydrolyse mit BamHI linearisiert und als Matrize zur run-off-TranskrIption eingesetzt. 

In Wfro-Transkription der komplementaren Einzelstrange: 

[0036] pCMV5-Plasmld-DNA wurde mit EcoR\ bzw, BamH\ linearisiert. Sle wurde als DNA-Matrize fQr eine in vitro- 
Transkriptlon der komplementSren RNA-Einzelstrange mit SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase venvendet. Dazu wurde 
das "Riboprobe in vitro Transcription" System der Firma Promega, Madison, USA eingesetzt. Nach Herstellerangaben 
wurden 2 \ig linearislerte Plasmid-DNA in 100 ^1 Transkriptionspuffer und 40 U T7- Oder SP6-RNA-Polymerase 5 - 6 
Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieliend wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von 2,5 ^1 RNase-freier DNase RQ1 
und Inkubatlon fur 30 Minuten bet 37°C abgebaut. Der Transkriptionsansatz wurde mit H2O auf 300 ^1 aufgefullt und 
durch Phenolextraktion gerelnigt. Die RNA wurde durch Zugabe von 150^1 7 M Ammoniumacatat und 1125 jil Ethanol 
gefallt und bis zur Hybridisierung bei -65°C aufbewahrt. 

Herstellung der RNA-Doppetstrange: 

[0037] Zur Hybridisierung wurden 500 ^l der in Ethanol aufbewahrten und gefailten einzelstrSngigen RNA abzentri- 
fugiert. Das resultierende Pellet wurde getrocknet und in 30 ^1 PIPES-Puffer, pH 6,4 In Gegenwart von 80 % Formamid. 
400 mM NaCI und 1 mM EDTA aufgenommen. Jeweils 15 ^1 der komplementSren Einzelstrange wurden zusammen- 
gegeben und fur 10 Minuten auf 85*0 erhltzt. AnschlieBend wurden die Ansatze bei 50°C Ober Nacht inkubiert und 
auf Raumtemperatur abgekOhlt. 

[0038] Bei der Hybridisierung wurden nur annShemd aqulmolare Mengen der beiden Einzelstrange eingesetzt. Da- 
durch enthielten die dsRNA-PrSparatlonen einzelstrangige RNA (ssRNA) als Kontaminatlon. Urn diese ssRNA-Konta- 
minatlonen zu entfernen, wurden die Ansatze nach der Hybridisierung mit den einzelstrangspezifischen Ribonukleasen 
RNase A aus Rinderpankreas und RNase T1 aus Aspergillus oryzae behandelt. RNase A ist eine fur Pyrimidine spe- 
zifische Endoribonuklease. RNase T1 ist eine EndoribonuWease, die bevorzugt auf der 3'-Seite von Guanosinen 
schneldet, dsRNA ist kein Substrat fur diese Ribonukleasen. Fur die RNase-Behandlung wurde zu den Ansatzen in 
300 \i\ Tris, pH 7,4, 300 mM NaCI und 5 mM EDTA 1,2 ^il RNaseA in einer Konzentration von 10 mg/ml und 2 ^1 
RNaseTI in einer Konzentration von 290 ^ig/ml zugegeben. Die AnsSlze wurden 1,5 Stunden bei 30°C inkubiert. Da- 
nach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 ^^ Proteinase K in einer Konzentration von 20 mg/ml sowie 10 jil 20%iges 
SDS und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C denaturlert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt und mit 
Ethanol gefallt. Urn die Vollstandigkeit des RNase-Verdaus uberprufen zu konnen, wurden zwei Kontrollansatze mit 
ssRNA analog zu den Hybridisierungsansatzen behandelt. 

[0039] Das getrocknete Pellet wurde in 15 ^l TE-Puffer, pH 6.5 aufgenommen und auf einem 8%igen Gel einer 
nativen Polyacrylamidgelelektrophorese unterzogen. Das Acrylamidgel wurde anschliedend in einer Ethldiumbromid- 
Ifisung gefarbt und In einem Wasseri^ad gespOlt. Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemachte 
RNA. Die auf Spur 1 aufgetragene sense- und die auf Spur 2 aufgetragene antisense-RNA zeigten unter den gewShllen 
Bedingungen ein anderes Laufverhalten als die auf Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybrldlslerungsansatzes. Die auf 
den Spuren 4 bzw. 5 aufgetragene RNase-behandelte sense- bzw. antisense-RUA erzeugte keine sichtbare Bande. 
Dies zeigt, da& die einzelstrangigen RNAs vollstandig abgebaut wurden. Die auf Spur 6 aufgetragene RNase-behan- 
delte dsRNA des Hybridisierungsansatzes ist resistent gegenuber der RNase-Behandlung. Die im nativen Gel im Ver- 
glelch zu der auf Spur 3 aufgetragenen dsRNA schneller wandernde Bande resultlert aus dsRNA, die frei von ssRNA 
ist. Neben der dominierenden Hauptbande treten nach der RNase-Behandlung schwachere, schneller wandernde 
Banden auf. 

In w7ro-Transkriptions-Test mit menschlichem Zellkemextrakt: 

[0040] Unter Ven/vendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro Transkriptlonskits der Firma Promega. Madison, 
USA wurde die Transkriptionseffizienz des oben angegebenen, im Plasmid pCMV1200 enthaltenen, zur "positive con- 
trol DNA" homologen DNA-Fragmenls in Gegenwart der sequenzhomologen dsRNA {dsRNA-CMV5) bestimmt. Au- 
lierdem wurde der Einfluft der nichtsequenzhomologen, dem "Gelb fluoreszierenden Protein" {YFP)-Gen entsprechen- 
den dsRNA (dsRNA-YFP) untersuchl. Diese dsRNA war analog zur seguenzhomologen dsRNA hergestellt worden. 
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Die Sequenz eines Stranges dieser dsRNA 1st Sequenzprotokoll Nr. 5 zu entnehmen. Als Matrize fur die run-off-Iran- 
skription diente das Plasmid pCMV1200. Es tragt den "unmlttelbar fruhen" Promoter des Cytomegalievirus, der von 
der eukaryotischen RNA-Polym erase II erkannt wird, und ein transkriblerbares DNA-Fragment. Die Transkription er- 
folgte mittels des HeLa-Kernextrakts, der alle notwendigen Proteine fur eine Transkription enthall. Durch Zugabe von 
[..32p]rGTP zum Transkriptionsansatz wurde radioaktiv marktertes Transkript erhalten. Das venwendete [•-32p]rGTP 
hatte eine spezifische Aktivitat von 400 Ci/mmol, 10 mCi/ml. Pro Ansatz wurden 3 mM MgCl2, je 400 \iU rATP. rCTP, 
rllTP, 16 ^iM rGTP, 0,4 \yU [•-32p]rGTP und je nach Versuch 1 fmol linearisierte Plasmid-DNA und verschiedene Mengen 
an dsRNA in Transkriptionspuffer eingesetzt. Jeder Ansatz wurde mit HgO auf ein Volumen von 8,5 ^1 aufgefQIIt. Die 
Ansatze wurden vorsichlig gemischt. Zum Starten der Transkription wurden 4 U HeLa-Kernextrakt In einem Volumen 
von 4 ^1 zugegeben und fur 60 MInuten bei SO^C inkubiert. Die Reakllon wurde durch Zugabe von 87,5 ^1 auf 30**C 
envamiten Stopp-Mix beendet. Zur Entfernung der Proteine wurden die AnsStze mit 100 ^1 Phenol/Chloroform/lsoa- 
mylalkohol (25:24:1 , v/v/v), gesSttigt mit TE-Puffer, pH 5,0, versetzt und 1 Minute kraftig gemischt. Zur Phasentrennung 
wurde etwa 1 Minute bei 1 2000 rpm zentrifuglert und die obere Phase In ein neues ReaktlonsgefaU Oberfuhrt. Zu jedem 
Ansatz wurden 250 fil Ethanol zugegeben. Die AnsStze wurden gut gemischt und fur mindestens 15 Minuten auf 
Trockeneis/Methanol Inkubiert. Zur Prazlpltation der RNA wurden die Ansatze 20 Minuten bei 12000 rpm und 4°C 
zentrifuglert. Der Oberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde 15 Minuten im Vakuum getrocknet und in 10 ^il H2O 
resOspendiert. Zu jedem Ansatz wurden 1 0 \x\ denaturierender Probenpuffer zugegeben. Die Trennung des freien GTP 
vom entstandenen Transkript erfolgte mittels denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf einem 8%igen Gel 
mit 7 M Harnstoff. Die bei der Transkription mit HeLa-Kernextrakt gebildeten RNA-Transkripte in denaturierendem 
Probenpuffer wurden fur 10 Minuten auf 90°C erhitzt und 10 ^1 davon sofort in die frisch gespulten Probentaschen 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA. Die Menge der bei der Transkription gebildeten radioaktiven ssR- 
NA wurde nach der Elektrophorese mit Hilfe eines Instant /mager analysiert. 

[0041] Fig. 3 zeigt die mittels des instant Imagers dargestelite radioaktlve RNA aus einem reprflsentatlven Tests. Es 
wurden aus folgenden Transkriptionsansatzen gewonne Proben aufgetragen: 

Spur 1: ohne Matrlzen-DNA. ohne dsRNA; 

Spur 2: 50 ng Matrizen-DNA. ohne dsRNA; 

Spur 3: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 ^g dsRNA-YFP; 

Spur 4: 50 ng Matrizen-DNA. 1 ,5 \ig dsRNA-YFP; 

Spur 5: 50 ng Malrizen-DNA, 3 ^g dsRNA-YFP; 

Spur 6: 50 ng Matrizen-DNA, 5 \ig dsRNA-YFP; 

Spur 7: ohne Matrizen-DNA, 1 ,5 dsRNA-YFP; 

Spur 8: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 9: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 pg dsRNA-CMV5; 

Spur 10: 50 ng Matrizen-DNA, 1,5 ^ig dsRNA-CMV5; 

Spur 11: 50 ng Matrizen-DNA, 3 pg dsRNA-CMV5; 

Spur 12: 50 ng Matrizen-DNA, 5 pg dsRNA-CMV5; 



[0042] Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Menge an Transkript in Gegenwart von sequenzhomologer 
dsRNA im Vergleich zum Kontrollansatz ohne dsRNA sowie auch zu den AnsStzen mit nicht-sequenzhomologer dsR- 
NA-YFP. Die Positivkontrolle in Spur 2 zeigt. daB bei der in wfro-Transkription mit HeLa-Kernextrakt radioaktives Tran- 
skript geblldet wurde. Der Ansatz dient zum Vergleich mit den Transkriptionsansatzen, die in Gegenwart von dsRNA 
inkubiert worden waren. Die Spuren 3 bis 6 zeigen, dad die Zugabe von nicht-sequenzspezlfischer dsRNA-YFP keinen 
EinfluB auf die Menge des gebildeten Transkripts hat. Die Spuren 9 bis 12 zeigen, daB die Zugabe einer zwischen 1,5 
und 3 fig llegenden Menge sequenzspezlfischer dsRNA-CMV5 zu einer Abnahme der gebildeten Transkript-Menge 
fuhrt. Um auszuschlleBen, daH die beobachteten Effekte nicht auf der dsRNA, sondern auf einer moglichenweise bei 
der Herstellung der dsRNA unabsichtlich mitgefuhrten Kontamination beruhen, wurde eine weitere Kontrolle durchge- 
fOhrt. EInzelstrang-RNA wurde wie oben beschrieben transkribiert und anschlieliend der RNase-Behandlung unterzo- 
gen. Mittels nativer Polyacrylamidgelelektrophorese konnte gezeigt werden, daB die ssRNA vollstSndig abgebaut wor- 
den war. Dieser Ansatz wurde wie die Hybridisierungsansatze einer Phenolextraktion und einer Ethanolfallung unter- 
zogen und anschlieBend in TE-Puffer aufgenommen. Auf diese Weise wurde eine Probe erhalten, die keine RNA 
enthielt, aber mit den gleichen Enzymen und Puffern behandelt worden war wie die dsRNA. Spur 8 zeigt, daB der 
Zusatz dieser Probe keinen EinfluB auf die Transkription hatte. Die Abnahme des Transkripts bei Zugabe sequenz- 
spezifischer dsRNA kann deshalb eindeutig der dsRNA selbst zugeschrieben werden. Die Reduzlerung der Transkript- 
IVIenge eines Gens in Gegenwart von dsRNA bei einem menschlichen Transkriptionssystem zeigt eine Hemmung der 
Expression des entsprechenden Gens an. Dieser Effekt ist auf einen neuartigen, durch die dsRNA bedingten Mecha- 
nismus zuruckzufuhren. 



Ausfuhrungsbeispiel 2: 
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[0043] Als Testsystem fOr diese in wVo-Experimente diente die murine Fibroblasten-Zellinie NIH3T3, ATCC CRL- 
1658. Mit Hilfe der Mikroinjektion wurde das YFP-Gen in die Zellkerne eingebracht. Die Expression des YFP wurde 
5 unter dem Einfluft glelchzeitig mittransfizierter sequenzhomologer dsRNA untersucht. Diese dsRNA-YFP ist uber eine 
Lange von 315 bp zum 5*-Bereich des YFP-Gens homolog. Die Nukleotidsequenz eines Strangs der dsRNA-YFP ist 
in Sequenzprotokoll Nr. 5 wiedergegeben. Die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte 3 Stunden nach 
Injektion anhand der grun-gelben Fluoreszenz des gebitdeten YFP. 

10 Konstruktion des Matrizenplasmids und Herstellung der dsRNA: 

[0044] Als Matrize fOr die Herstellung der YFP-dsRNA mittels T7- und SP6-/n w/fO-Transkription wurde ein Plasmid 
nach dem glelchen Prinzip wie im Ausftihrungsbelspiel 1 beschrleben konstruiert. Das gewQnschte Genfragment wurde 
unter Verwendung des Primers 6co_T7_YFP gemSfi Sequenzprotokoll Nr. 6 und eam_SP6_YFP gemSB Sequenz- 
15 protokoll Nr. 7 mittels PGR amplifiziert und analog zu der obigen Beschrelbung zur Herstellung der dsRNA venn^endet. 
Die erhaltene dsRNA-YFP ist Identisch mit der in AusfOhrungsbeispiel 1 als nicht-sequenzspeziflsche Kontrolle ver- 
wendeten dsRNA. 

[0045] Es wiirde eine am 3'-Ende der RNA gemalJ Sequenzprotokoll Nr. 8 uber eine C18-Linkergruppe chemisch 
mit dem 5*-Ende der komplementaren RNA verknupfte dsRNA (L-dsRNA) hergestetlt. Dazu wurden mit Disulfid-Bruk- 

20 ken modifizierte Synthone verwendet. Das SMerminale Synthon ist uber den 3'-Kohlenstoff mit einer aliphatischen 
Linker-Gruppe uber eine Disulfidbrucke an den fasten Trager gebunden. Bei dem zum 3'-termina!en Synthon des einen 
Oligoribonukleotids komplementaren 5'-terminalen Synthon des komplementSren Oligoribonukleotids ist die 5*-Trityl- 
schutzgruppe uber einen weiteren aliphatischen Linker und eine Disulfidbrucke gebunden. Nach Synthese der belden 
Einzelstrange, Entfernen der Schutzgruppen und Hybridisierung der komplementaren Oligoribonukleotide gelangen 

25 die entstehenden Thiolgruppen in rdumtiche Nachbarschaft zueinander. Durch Oxidation werden die Einzelstrange 
uber Ihre aliphatischen Linker und eine Disulfidbrucke miteinander verkntipft. Anschlie&end erfolgt Relnigung mit Hilfe 
der HPLC. 

Vorbereitung der Zellkulturen: 

30 

[0046] Die Zellen wurden In DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 10 % fOlalem RInderserum unter 7,5 % C02-Atmosphare 
bei 37*'C In Kulturschalen inkubiert und vor Erreichen der Konfluenz passagiert. Das Ablosen der Zellen erfolgte mit 
Trypsin/EDTA. Zur Vorbereitung der Mikroinjektion wurden die Zellen in Petrischaten uberfuhrt und bis zu Bildung von 
Mikrokolonien weiter inkubiert. 

35 

Mikroinjektion: 

[0047] Die Kulturschalen wurde zur Mikroinjektion fur ca. 10 MInuten aus dem Inkubator genommen. Es wurde in 
ca. 50 Zellkerne pro Ansatz innerhalb eines markierten Bereichs unter Ven^^endung des Mikroinjektionssystems AIS 
40 der Firma Cari Zeiss, Gottingen, Deutschland einzein injizlert. Anschliefiend wurden die Zellen weitere drei Stunden 
inkubiert. Fur die Mikroinjektion wurden Borosilikat-Glaskapillaren der Firma Hilgenberg GmbH. Malsfeld, Deutschland 
mit einem Spitzendurchmesser unter 0,5 \im vorbereltet. Die Mikroinjektion wurde mit etnem Mikromaniputator der 
Firma Narishige Scientific Instrument Lab., Tokyo, Japan durchgefOhrt. Die Injektlonsdauer betrug 0,8 Sekunden, der 
Druck ca. 100 hPa. FOr die Transfektion wurde das Plasmid pCDNA-YFP venA/endet, das ein ca. 800 bp grodes BamHM 
45 5coRI-Fragment mit dem Gen des YFP im Vektor pcDNA3 enthSlt. Die In die Zellkerne injizlerten Proben enthielten 
0,01 \iQ/\i\ pGDNA-YFP sowie an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot in 14 mM NaCI, 3 mM KCI. 10 mM KPO4, pH 
7,5. Zusdtzlich wurden ca. 100 pi RNA mit einer Konzentration von 1 jiM, bzw. 375 ^M im Fall der L-dsRNA, zugegeben. 
[0048] Die Zellen wurden bei Anregung mit Licht der AnregungsweilenlSnge von Texas-Rot, 568 nm, bzw. von YFP, 
488 nm, mittels eines Fluoreszenzmikroskops untersucht Einzelne Zellen wurden mittels einer digitalen Kamera do- 
so kumentlert. Die FIguren 4 a - e zeigen das Ergebnis fur NIH3T3-Zellen. Bei den in Fig. 4 a gezelgten Zellen ist sen- 
se-YFP-ssRNA, In Fig. 4 b anr/sense-YFP-ssRNA, in Fig. 4 c dsRNA-YFP, in Fig. 4 d keine RNA und in Fig. 4 e L- 
dsRNA injizlert worden. 

[0049] Das jeweils llnke Feld zelgt die Fluoreszenz von Zellen, die mit 568 nm angeregt wurden. Rechts ist die 
Fluoreszenz derselben Zellen bei Anregung mit 488 nm zu sehen. Die Texas-Rot-Fluoreszenz aller dargestellten Zellen 
55 zeigt, daf^ die Injektionslosung erfolgreich in die Zellkerne apptiziert wurde und getroffene Zellen nach drei Stunden 
noch lebendig waren. Abgestorbene Zellen zeigten keine Texas-Rot-Fluoreszenz mehr. 

[0050] Die jeweils rechten Felder der Figuren 4 a und 4 b zeigen, daft die Expression des YFP bei Injektion der 
einzelstrdngigen RNA in die Zellkerne nicht sichtbar inhibiert wurde. Das rechte Feld der Fig. 4 c zeigt Zellen, deren 
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YFP-Fluoreszenz nach Injektion von dsRNA-YFP nicht mehr nachwelsbar war. Fig. 4 d zelgl als Kontrolle Zellen. in 
die kelne RNA Injiziert worden war. Die in Fig. 4 e dargestellte Zelle zeigt durch die Injektion der L-dsRNA, die zum 
YFP-Gen sequenzhomologe Bereiche aufweist, eine nicht mehr nachweisbare YFP-Fluoreszenz. Dieses Ergebnis 
belegt, dafl auch kurzere dsRNAs zur spezifischen Inhibition der Genexpression bei Saugern verwendet werden kon- 
nen, wenn die DoppelstrSnge durch chemische Verknupfung der EinzelstrSnge stabilisiert werden. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

[0052] 

<110> Kreutzer Dr., Roland 
Limmer Dr., Slephan 

<120> Verfahren und Medlkament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

<130> 400968 

<140> 

<141> 

<150> 199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 
<150> 199 56 568.6 
<151> 1999-11-24 
<160>8 

<170>PatentinVer. 2.1 
<210> 1 
<211>45 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-Polymerasepromotor 
<400> 1 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagatctct agaag 45 

<210>2 
<211> 50 
<212> DNA 

<213> Kunstllche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
BamHI-Schnittstelle, SP6-RNA-Polymerasepromotor 
<400> 2 



gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata 50 



<210> 3 
<211>340 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA" des HeLaS- 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 
<400> 3 
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ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu uuaucacagu. uaaauugcua acgcagucag 60 
gcaecgugua ugaaaucuaa. caaugcgcuc aucgucaucc licggcaccgu cacccuggau 120 
gcuguaggca uaggciiuggu iiaugccggua oiigccgggcc ucuugcggga uaucgvccau 180 
uccgacagca.ucgccaguca cuauggcgug cugcuagcgc uauaugcguu gaugcaauuu 240 
cuaugcgcac ccguucucgg agcacugucc gaccgcuuug gccgccgccc aguccugcuc 300 
gcuucgcuac uuggagccac uaucgacuac gcgaucaugg 340 

* ■ * 

^ t 

• • • • 

<210> 4 
<211>363 
<212> DNA 

<213> Kunslliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: DNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA" des HeLaS 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 
<400> 4 

tcagatctct agaagcttta atgcggtagt ttatcacagt taaattgcta acgcagtcag 60 



gcaccgcgta tgaaatccaa caatgcgctc atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
gctgtaggca taggcttggt tatgccggta ctgccgggcc Ccttgcggga tatcgcccat 180 
tccgacagca tcgccagtca ctatggcgtg ctgctagcgc tatatgcgtt gatgcaattt 240 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc gaccgctttg gccgccgccc agtcctgctc 300 
gcttcgctac tcggagccac tatcgactac gcgatcatgg cgaccacacc cgtcctgtgg 360 
ate 363 

<210>5 
<211>315 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Sequenz aus dem YFP-Gen 
<400> 5 

auggugagca.;agggcgagga' gcuguucacc ggggug^ugc ccauccuggu cgagcuggac 60 
ggcgacguaa^acggccacaa guucagcgug uccggcgagg gcgagggcga ugccaccueic i20 
ggcaagcuga cccugaaguu caucugcacc accggcaagc ugcccgugcc cuggcccacc 180 
cucgugacca. cccugaccua cggcgugcag ugcuucagcc gcuaccccga ccacaugaag 240* 
cagcacgacu ucuucaaguc cgccaugccc gaaggcuacg uccaggagcg caccaucuuc 300 
uucaaggacg acggc 3i5 

• * • • 

<210> 6 
<211> 52 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle. T7-RNA-Polymerasepromotor, komplemen- 
tarer Bereich zum YFP-Gen 
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<400> 6 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga atggtgagca agggcgagga gc 52 

<210> 7 

<211>53 

<212>DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschretbung derkunstlichen Sequenz: BamHI-Schnittstetle, SP6-RNA-Polymerasepromotor» komptemen- 
tSrer Bereich zum YFP-Gen 
<400> 7 

gggatccatt taggtigacac tatagaatac gc.cgtcgtcc -ttgaagaaga tgg' '53 

■ ' 

<210> 8 

<211>21 

<212>RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RMA, die einer Sequenz aus dem YFP-Gen entspricht 
<400> 8 

ucgagcugga cggcgacguia a .21 ' 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle in vitro, wobei ein Oligoribo- 
nukleotid von aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter doppelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Zelle 
eingefuhrt wird, wobei ein Strang der dsRMA einen zum Zielgen komplement^ren Bereich aufweist, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, eingeschloasen 
wird. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die dsRNA in viraie naturliche Kapside oder in auf 
chemlschem oder enzymatlschem Weg hergestellte kOnstllche Kapside Oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimiert 
wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche. wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewShIt 
isl: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das zielgen in pathogenen Organismen, vorzugs- 
weise in Plasmodien, exprimiert wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das zielgen Bestandteil eines virus oder Viroids ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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9. Verfahren nach Anspruch 7, wobel das Virus Oder Viroid ein tier- Oder pflanzenpathogenes Virus Oder Viroid ist. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausge- 
bildet ist. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Enden der dsRNA modifiziert werden, urn emem 
Abbau in der Zelle Oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der durch die komptementaren Nukleotidpaare be- 
wirkte Zusammenhalt der doppelstrSngigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei. wellere chenni- 
sche VerknOpfung/en erhCht wird. 

13. verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die chemische VerknOpfung durch eine kovalente 
Oder lonlsche BIndung, eine WasserstoffbrOckenbindung, hydrophobe Wechselwlrkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische verknupfung an mindestens einem, 
vorzugsweise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder meh- 
rerer Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy- 
1,3-propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelst- 
rangigen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelst- 
rdngige Struktur etngefOhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobel die chemische VerknOpfung durch in der doppelst- 
rdngigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet wird. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung min- 
deslenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird. Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- 
(2-chlorethyl) -amin; N-acetyl-N'- (p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei. die chemische Verknupfung durch an den Enden 
der doppelstrangigen Struktur angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet wird. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobel die chemische VerknOpfung an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur durch Tripelhelix-Blndungen hergestellt wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobel mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide 
der dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- oder 
eine 2'-Methylgruppe; ersetzt ist. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem 
Strang der doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Methy- 
lenbrucke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Huliprotein gebunden, damit assoziiert 
Oder davon umgeben wird. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das HOIIprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das HOIIprotein das Virus-Protein 1 (VP1 ) und/oder- 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyonriavirus enthalt. 
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27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobel bei Bildung eines Kapsids Oder kapsidartigen Ge- 
bildes aus dem Hullprotein die eine Seite zum tnneren des Kapsids Oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei ein Strang der dsRNA zum primSren oder prozes- 
sierten RNA-Transkript des Zietgens komplementdr ist. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle Oder eine mensch- 
liche Zelle ist. 

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche. wobei mindestens zwei voneinander verschtedene dsR- 
NAs in die Zelle etngefOhrt werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittswetse komplementdr zu 
jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei eInes der Zielgene das PKR-Gen Ist. 

32. Medikament mit mindestens einem Oligorlbonukleotid von doppelstrangiger aus zwei separaten RNA-EinzelstrSn- 
gen gebildeter Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang 
der dsRNA einen zum Zielgen komplementaren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufetnanderfoigende Nukleotidpaare aufweist. 

33. Medikament nach Anspruch 32, wobei die dsRNA verpackt in micellare Strukturen, vorzugswetse in Liposomen. 
vorliegt. 

34. Medikament nach einem der AnsprOche 32 oder 33, wobei die dsRNA in virale natOrliche Kapside Oder in auf 
chemischem oder enzymatischem Weg hergestellte kOnstliche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen ist. 

35. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 34, wobel das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

36. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 35, wobel das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahit ist: 
Onkogen, cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

37. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 36, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimierbar ist. 

38. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 37, wobei das zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

39. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus Oder Viroid ist. 

40. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist. 

41. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 40, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebitdet 
ist. 

42. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 40, wobei die Enden der dsRNA modifiziert werden, um einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoztation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

43. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 42, wobei der durch die komplementaren Nukleotidpaare bewlrkte 
Zusammenhalt der doppelstranglgen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Ver- 
kniipfung/en erhoht wird. 

44. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 43, wobel die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder 
ionische BIndung, eine Wasserstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwlrkungen, vorzugsweise van-der- 
WaalS' Oder Stapelungswechsetwirkungen. oder durch Metall-lonenkoordination gebildet wird. 

45. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 44, wobei die chemische VerknOpfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden der doppelstrdngigen Struktur hergestellt wird. 
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46. Medlkament nach einem der AnsprOche 32 bis 45, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly'(oxyphosphfnicooxy-1,3-pro- 
pandiol)- und/oder Polyethyfenglycol-Ketten sind. 

47. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 46, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelstrSngi- 
gen Struktur anstelle von Purinen benuUten Purinanaloga gebildet Ist. 

48. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 47, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelstrSngige 
Struktur eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

49. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 48, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstrSngi- 
gen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotldanaloga gebildet ist. 

50. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 49, wobei zur Herstellung der chemischen VerknOpfung mindeste- 
nes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-{2-chlore- 
thyl)-amin; N-acetyl-N--(pglyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

51. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 50. wobei die chemische VerknOpfung durch an den Enden der 
doppelstrangigen Struktur vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

52. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 51, wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der doppel- 
strangigen Struktur vorgesehene Tripelhelix-Bindungen sind. 

53. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 52, wobei mindestens eine 2*-Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe. vorzugsweise eine 2'-Amino- Oder eine 
2'-lVlethylgruppe. ersetzt ist. 

54. Medikament nach einefn der AnsprOche 32 bis 53, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang 
der doppelstrangigen struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Methylenbruk- 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

55. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 54, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes. davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben ist. 

56. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 55, wobei das HOIIprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

57. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 56, wobei das HOIIprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

58. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 57, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Geblldes 
aus dem HOIIprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

59. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 58, wobei ein Strang der dsRMA zum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementSr ist. 

60. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 59, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 

61. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 60, wobei darin mindestens zwei voneinander verschiedene dsR- 
NAs enthalten sind, wobei ein Strang jeder dsRMA zumindest abschnittsweise komplementSr zu jeweils einem 
von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

62. Medikament nach Anspruch 61, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

63. Wirkstoff mit mindestens einem Oligoribonukleotid von doppelstrflngiger aus zwei separaten RNA-EinzelstrSngen 
gebildeter Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens. wobei ein Strang der 
dsRNA einen zum zielgen komplementSren Bereich aufweist, und wobei das Zielgen Bestandteil eines pflanzen- 
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pathogenen Virus oder Viroids ist, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplementare Bereich wenlger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

64. Wirkstoff nach Anspruch 63, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

65. Wirkstoff nacf) Anspruch 63 Oder 64, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet ist. 

66. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 65, wobei die Enden der dsRMA modifiziert worden, um einem Abbau 
in der Zetle oder einer Dissoziation in die Einzelstrdnge entgegenzuwirken. 

67. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 66, wobei der durch die komplementSren Nukleotidpaare bewlrkle 
Zusammenhalt der doppelstrSngigen Slruktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei. weitere chemische Ver- 
knOpfung/en erh6ht wird. 

68. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 67, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine WasserstoffbrOckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Slapelungswechselwlrkungen, oder durch iVIetall-lonenkoordination gebildet wird. 

69. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 69, wobei die chemische Verknupfung an mindestens einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt wird. 

70. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 69, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet Ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-pro- 
pandiot)-und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

71. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 70, wobei, die chemische VerknOpfung durch in der doppelstrSngigen 
Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

72. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 71, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelslrangige 
Struktur eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

73. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 72, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelstrangigen 
Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet ist. 

74. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 73, wobei zur Hersleliung der chemischen VerknOpfung mindestenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)- 
amin; N-acetyl-N'-(pglyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

75. Wirkstoff nach einem der AnsprUche 63 bis 74, wobei die chemische VerknOpfung durch an den Enden der dop- 
pelstrdnglgen Struktur vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

76. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 75, wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der doppelstran- 
gigen Struktur vorgesehene Tripelhetix-Bindungen sind. 

77. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 76, wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide der dsR- 
NA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- Oder eine 2'- 
Methylgruppe, ersetzt ist. 

78. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 77, wobei mindestens ein Nukleotid In mindestens einem Strang der 
doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vor-. zugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Methylenbruk- 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

79. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 78, wobei ein Strang der dsRNA zum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

80. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 79, wobei darin mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
enthalten sind, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementSr zu jeweils einem von 
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mindestens zwei verschiedenen Zietgenen ist. 

81. Verwendung eines Oligoribonukleotids von doppelstrSngiger aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter 
Struktur-{dsRNA) zur Herstellung eines Medlkaments Oder Wirkstoffs zur Hemmung der Expression eines vorge- 
gebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen komplementSren Bereich aufweist, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der komptementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfotgende Nukleotidpaare aufweist. 

82. Verwendung nach Anspruch 81. wobei die dsRMA verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen. 
vorliegt. 

83. Verwendung nach einem der Ansprtiche 81 Oder 82, wobei die dsRNA In virale natQrIiche Kapside oder in auf 
chemischem oder enzynDatlschem Weg hergestellte kOnstiiche Kapside oder davon abgeleltete Strukturen einge- 
schlossen ist, 

84. Venvendung nach einem der Anspruche 81 bis 83, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

85. Venwendung nach einenn der Anspruche 81 bis 84, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahit ist: 
Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

86. VenA/endung nach einem der Anspruche 81 bis 85, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimierbar ist. 

87. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 86, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Vtroids ist. 

88. Verwendung nach Anspruch 87, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

89. Venwendung nach Anspruch 87, wobei das Virus oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

90. VenA/endung nach einem der AnsprOche 81 bis 89, wobei die dsRNA abschntttsweise doppelstrSngtg ausgebildet 
ist. 

91. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 90, wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, urn einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelgtrange entgegenzuwirken. 

92. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 91, wobei der durch die Nukleotidpaare bewlrkte Zusammenhalt 
der doppetstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, wettere chemische Verknupfung/en 
erhoht ist. 

93. VenA/endung nach einem der AnsprOche 81 bis 92, wobei die chemische VerknOpfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine WasserstoffbrQckenblndung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenko-ordination gebildet ist. 

94. VenA^endung nach einem der Anspruche 81 bis 93, wobei die chemische VerknOpfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden der doppelstrSngigen Struktur hergestellt ist. 

95. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 94, wobei die chemische VerknOpfung mittels einer Oder mehrerer 

Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-pro- 
pandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

96. Venvendung nach einem der Anspruche 81 bis 95, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstr^n- 
gtgen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

97. Venvendung nach einem der Anspruche 81 bis 96, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelstrangi- 
gen Struktur eingefOhrte Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

98. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 97, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstrSn- 
gigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet ist. 
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99. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 98, wobei zur Herstellung der chemischen VerknOpfung mindeste- 
nes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlo- 
rethyl) -amin; N-acetyl-N - (p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

100. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 99, wobei die chemische VerknOpfung durch an den Enden der 
doppelstrangrgen Struktur angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

101. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 100. wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 

102. Venvendung nach einem der AnsprOche 81 bis 101, wobei mindestens eine Z-Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA in der doppetstrdngigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- Oder eine 
2'-Methyigruppe, ersetzt ist. 

103. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 102, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang 
derdoppelstranglgen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2*-0, 4'-C-Methylenbruk- 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

104. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 103, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes Oder ein synthetisch hergestelites viraies Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben ist. 

105. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 104, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

lOe.Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 105, wobei das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthait. 

107.Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 106, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsldartigen Gebildes 
aus dem nonprotein die eine Seite zum tnneren des Kapsids oder kapsldartigen Gebildes gewandt ist. 

1 0B.VenA/endung nach einem der AnsprOche 81 bis 1 07, wobei ein Strang der dsRNA zum primdren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementSr ist. 

lOS.Venwendung nach einem der Anspruche 81 bis 108, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 

llO.Venwendung nach einem der Anspruche 81 bis 109, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
verwendet werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von 
mindestens zwei verachiedenen Zielgenen ist. 

m.VenA/endung nach Anspruch 110, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

112. VenA/endung nach einem der AnsprOche 81 bis 111, wobei das Medlkament in die Blutbahn oder das Interstitium 
des zu therapierenden Organismus injizierbar ist. 

11 3. VenA/endung nach einem der AnsprOche 81 bis 112, wobei die dsRNA in Bakterien oder Mikroorganismen aufge- 
nommen ist. 

114. Verwendung eines Vektors zur Kodierung mindestens eines Oligoribonukleotids von doppelstrangiger aus zwei 
separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter Struktur (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments oder Wirkstoffs 
zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen 
komplementaren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

115. Venvendung nach Anspmch 114, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

1 1 6. VenA/endung nach Anspruch 114 oder 1 15, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewShlt ist: Onkogen. 
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Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

117.VenA/endung nach einem der Anspruche 114 bis 116, wobei dasZielgen In pathogenen Organlsmen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprlmierbar ist. 

llS.Venwendung nach einem der Anspruche 114 bis 117, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus Oder VIroids ist. 

119. Ventfendung nach Anspruch 118. wobei das Virus ein humanpathogenes Virus Oder Viroid ist. 

120. Verwendung nach Anspruch 118, wobei das Virus Oder Viroid ein tier- Oder pflanzenpathogenes Virus Oder Viroid 
ist. 

121. Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 120, wobei die dsRNA abschnittswetse doppelstrdngig ausgebil- 
det ist. 

1 22. Verwendung nach einem der Anspruche 11 4 bis 1 2 1 , wobei ein Strang der dsRNA zum primSren Oder prozessier- 
ten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

123. Venwendung nach einem der Anspruche 114 bis 122, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle Oder eine menschliche 
Zelle ist. 

124. Ven«endung nach einem der Anspruche 114 bis 123, wobei mindestens zwei vonelnander verschiedene dsRNAs 
verwendet werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von 
mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

125. VenA/endung nach Anspruch 124, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 



Claims 

1. Method for inhibiting the expression of a given target gene in a cell in vitro, where an oligorlbonucleotide with 
double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate RNA single strands is introduced into the cell, where 
one strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

2. Method according to claim 1 , where the dsRNA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

3. Method according to either of the preceding claims, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

4. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is expressed in eukaryotic cells. 

5. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is selected from the following group: 
oncogene, cytokin gene. Id-protein gene, development gene, prion gene. 

6. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is expressed in pathogenic organisms, 
preferably in Plasmodia. 

7. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is part of a virus or viroid. 

8. Method according to claim 7. where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

9. Method according to claim 7, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

10. Method according to one of the preceding claims, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 
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1 1 . Method according to one of the preceding claims, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

12. Method according to one of the preceding claims, where the cohesion of the double-stranded structure, which is 
5 caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage 

(s). 

13. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by a covalenl or ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metat- 

10 Ion coordination. 

14. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is generated at at least one, preferably 
both, ends of the double-stranded structure. 

15 15. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage Is fonmed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphlnlcooxy-1,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

16. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by purine analogs used 
20 in the double-stranded structure in place of purines. 

17. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
Introduced Into the double-stranded structure. 

25 18. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage Is formed by branched nucleotide 
analogs used In the double-stranded structure In place of nucleotides. 

19. Method according to one of the preceding claims, where at least one of the following groups is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; bifunctlonal groups, preferably bls(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N'-(p-gly- 

30 oxylbenzoyt)cystamine; 4-thlouracil; psoralene. 

20. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage Is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

35 21. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage at the ends of the double-stranded 
structure is formed by triple-helix bonds. 

22. Method according to one of the preceding claims, where at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of the 
dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2'-amlno or a 2'-methyl group. 

40 

23. Method according to one of the preceding claims, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which Is chemically modified, preferably by a 2'-0, 4'-C- 
methylene bridge. 

<5 24. Method according to one of the preceding claims, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded 
by, at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthet- 
ically. 

25. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein is derived from polyomavirus. 

50 

26. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein contains the polyomavirus virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2). 

27. Method according to one of the preceding claims, where, when a capsid or capsid-type structure Is formed from 
55 the coat protein, one side faces the Interior of the capsid or capsid-type structure. 

28. Method according to one of the preceding claims, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 
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29. Method according to one of the preceding claims, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

30. Method according to one of the preceding claims, where at feast two dsRNAs which differ from each other are 
introduced into the cell, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case 
one of at least two different target genes. 

31. Method according to one of the preceding claims, where one of the target genes Is the PKR gene. 

32. Medicament with at least one oligorlbonucleotide with double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate 
RNA single strands for Inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has a 
region which is complementary to the target gene, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

33. Medicament according to claim 32, where the dsRNA is enclosed by micelfar structures, preferably by liposomes. 

34. Medicament according to either of claims 32 or 33, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

35. Medicament according to one. of claims 32 to 34, where the target gene can be expressed In eukaryotic cells. 

36. Medicament according to one of claims 32 to 35, where the target gene Is selected from the following group: 
oncogene, cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

37. Medicament according to one of claims 32 to 36, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, 
preferably in Plasmodia. 

38. Medicament according to one of claims 32 to 37, where the target gene is part of a virus or viroid. 

39. Medicament according to claim 38, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

40. Medicament according to claim 38, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals. 

41. Medicament according to one of claims 32 to 40, where segments of the dsRNA are in double-stranded fomi. 

42. Medicament according to one of claims 32 to 40, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation In the cell or dissociation into the single strands. 

43. Medicament according to one of claims 32 to 42, where the cohesion of the double-stranded structure, which is 
caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one. preferably two, further chemical linkage 
(s). 

44. Medicament according to one of claims 32 to 43, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic bond, 
a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal-ion 
coordination. 

45. Medicament according to one of claims 32 to 44 , where the chemical linkage is generated at at least one, preferably 
both, ends of the double-stranded structure. 

46. Medicament according to one of claims 32 to 45, where the chemical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphlnicooxy-1 ,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

47. Medicament according to one of claims 32 to 46, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in 
the double-stranded structure in place of purines. 

48. Medicament according to one of claims 32 to 47, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
Inserted into the double-stranded structure. 
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49. Medicament according to one of claims 32 to 48, where the chemical linkage is fomned by branched nucleotide 
analogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

50. Medicament according to one of claims 32 to 49, where at least one of the following groups is used for generating 
5 the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably b!s(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N-{p-gly- 

oxylbenzoyl) - cystamtne; 4-thiouracil; psoratene. 

51. Medicament according to one of claims 32 to 50, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

10 

52. Medicament according to one of claims 32 to 51. where the chemical linkage are [sic] triple-helix bonds provided 
at the ends of the double-stranded structure. 

53. Medicament according to one of claims 32 to 52, where at least one 2'-hydroxyl group of .the nucleotides of the 
^5 dsRNA In the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2'-amino or a 2'-methyt group. 

54. Medicament according to one of claims 32 to 53, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2'-0, 4'-C- 
methylene bridge. 

20 

55. Medicament according to one of claims 32 to 54, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, 
at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthetically. 

56. Medicament according to one of claims 32 to 55, where the coat protein is derived from the polyoma virus. 

25 

57. Medicament according to one of claims 32 to 56, where the coat protein contains the polyomavtrus virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2). 

58. Medicament according to one of claims 32 to 57, where, when a capsid or capsid-type structure is formed from 
30 the coat protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

59. Medicament according to one of claims 32 to 58, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 

35 60. Medicament according to one of claims 32 to 59, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

61. Medicament according to one of claims 32 to 60, where at feast two dsRNAs which differ from each other are 
contained in the medicament, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each 
case one of at least two different target genes. 

40 

62. Medicament according to claim 61. where one of the target genes is the PKR gene. 

63. Active ingredient with at least one oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsRNA) formed by two sep- 
arate RNA single strands for inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has 

45 a region which is complementary to the target gene, and where the target gene is part of a phytopathogenic virus 

or viroid, 

characterized In that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 
50 64. Active ingredient according to claim 63, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

65. Active ingredient according to claim 63 or 64, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

66. Active ingredient according to one of claims 63 to 65, where the ends of the dsRNA are modified in order to 
55 counteract degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

67. Active ingredient according to one of claims 63 to 66, where the cohesion of the double-stranded structure, which 
is caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical 
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68. Active Ingredient according to one of claims 63 to 67, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal- 
ion coordination. 

69. Active ingredient according to one of claims 63 to 68, where the chemical linkage Is generated at at least one, 
preferably both, ends of the double-stranded structure. 

70. Active Ingredient according to one of claims 63 to 69, where the chemical linkage Is formed by means of one or 
more compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphlnlcooxy-1 ,3-propanediol) and/or 
polyethylene glycol chains. 

71. Active ingredient according to one of claims 63 to 70, where the chemical linkage is formed by purine analogs 
used in the double-stranded structure in place of purines. 

72. Active Ingredient according to one of claims 63 to 71, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
inserted into the double-stranded structure. 

73. Active ingredient according to one of claims 63 to 72, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

74. Active ingredient according to one of claims 63 to 73, where at least one of the following groups is used for gen- 
erating the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bls(2-chloroethyl)amlne; N- 
acetyl-N'-(p-glyoxylbenzoyl)cystamlne; 4-lhiouracll; psoralene. 

75. Active Ingredient according to one of claims 63 to 74, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl 
groups provided at the ends of the double-stranded structure. 

76. Active ingredient according to one of claims 63 to 75, where the chemical linkage are triple-helix bonds provided 
at the ends of the double-stranded structure. 

77. Active Ingredient according to one of claims 63 to 76, where at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of 
the dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2'-amino or a 2'-methyl 
group. 

78. Active ingredient according to one of claims 63 to 77, where at least one nucleotides at least one strand of the 
double-stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 
2'-0, 4'-C-methylene bridge. 

79. Active ingredient according to one of claims 63 to 78, where one strand of the dsRNA is complementary to the 
primary or processed RNA transcript of the target gene. 

80. Active Ingredient according to one of claims 63 to 79, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
contained In the active ingredient, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to 
in each case one of at least two different target genes. 

81. Use of an oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate RNA single strands- 
for preparing a medicament or active ingredient for inhibiting the expression of a given target gene, where one 
strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 

characterized In that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

82. Use according to claim 81, where the dsENA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

83. Use according to either of claims 81 or 82, where the dsRNA is enclosed by natural viral capslds or by chemically 
or enzymatlcally produced artificial capsids or structures derived therefrom. 
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84. Use according to one of claims 81 to 63, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

85. Use according to one of claims 81 to 84, where the target gene is selected from the following group: oncogene, 
cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

5 

86. Use according to one of claims 81 to 85, where the target gene can be expressed In pathogenic organisms, pref- 
erably In Plasmodia. 

87. Use according to one of claims 81 to 86, where the target gene is part of a virus or viroid. 

10 

88. Use according to claim 87, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

89. Use according to claim 87, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

15 

90. Use according to one of claims 81 to 89, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

91. Use according to one of claims 81 to 90, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract degra- 
dation in the cell or dissociation into the single strands. 

20 

92. Use according to one of claims 81 to 91, where the cohesion of the double-stranded structure, which is caused 
by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one. preferably two, further chemical linkage(s). 

93. Use according to one of claims 81 to 92, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic bond, a 
25' hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal-ion co- 
ordination. 

94. Use according to one of claims 81 to 93, where the chemical linkage is generated at at least one. preferably both, 
ends of the double-stranded structure. 

30 

95. Use according to one of claims 81 to 94, where the chemical linkage is formed by means of one or more compound 
groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1 ,3-propanediol) and/or polyethylene gly- 
col chains. 

35 96. Use according to one of claims 81 to 95, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in the 
double-stranded structure in place of purines. 

97. Use according to one of claims 81 to 96, where the chemical linkage is formed by azabenzene units introduced 
into the double-stranded structure. 

40 

98. Use according to one of claims 81 to 97, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide analogs 
used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

99. Use according to one of claims 81 to 98, where at least one of the following groups is used for generating the 
45 chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine: N-acetyt-N'-(p-glyoxy- 

lbenzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

100. Use according to one of claims 81 to 99, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups attached 
to the ends of the double-stranded structure. 

50 

101 .Use according to one of claims 81 to 1 00, where the chemical linkage at the ends of the double-stranded structure 
is formed by triple-helix bonds. 

102. Use according to one of claims 81 to 101, where at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of the dsRNA 
55 in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2 -amino or a 2'-methyl group. 

103. Use according to one of claims 81 to 102, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2-0, 4'-C- 
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methylene bridge. 

104. Use according to one of claims 81 to 1 03, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, at least 
one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthetically, 

5 

105. Use according to one of claims 81 to 104, where the coat protein is derived from polyomavirus. 

106. Use according to one of claims 81 to 105, where the coat protein contains the polyomavirus virus protein 1 (VP1) 
and/or virus protein 2 (VP2). 

10 

107. Use according to one of claims 81 to 106, where, when a capsid or capsid-type structure Is formed from the coat 
protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

lOS.Use according to one of claims 81 to 107, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary or 
15 processed RNA transcript of the target gene. 

109. Use according to one of claims 81 to 108. where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

1 1 0. Use according to one of claims 8 1 to 1 09. where at least two dsRN As which differ from each other are used, where 
20 at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two different 

target genes. 

111. Use according to claim 110, where one of the target genes is the PKR gene. 

25 ll2.Use according to one of claims 81 to 111. where the medicament is injectable into the bloodstream or Into the 
interstitium of the organism to undergo therapy. 

113.Use according to one of claims 81 to 112, where the dsRNA is taken up into bacteria or microorganisms. 

30 11 4. Use of a vector for coding at least one oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsBNA) formed by two 
separate RNA single strands for preparing a medicament or active ingredient for inhibiting the expression of a 
given target gene, where one strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 
characterized In that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

35 

115. Use according to claim 114, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

116. Use according to claim 114 or 115, where the target gene is selected from the following group: oncogene, cytokin 
gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

40 

117. Use according to one of claims 114 to 116, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, 
preferably in Plasmodia. 

11 8. Use according to one of claims 114 to 117, where the target gene is part of a virus or viroid. 

45 

. 119.Use according to claim 118, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

120. Use according to claim 118, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

50 

121. Use according to one of claims 114 to 120, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

122. Use according to one of claims 114 to 121, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. 

55 

123. Use according to one of claims 114 to 122, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

124. Use according to one of claims 114 to 123, where at least two dsRNAs which differ from each other are used, 
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where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to In each case one of at least two 
different target genes. 

125.Use according to claim 125, where one of the target genes is the PKR gene. 



Revendications 

1. Proc^d^ d'inhibltton de Texpression d'un gSne cible donn6 dans une cellule In vitro, dans lequel un oligortbonu- 
cl^otide d'une structure double brin (ARNdb) form6e de deux ARN simple brin s^par^s est Introduit dans la cellule, 
un brin de TARNdb pr^sentant une region compldmentaire du g6ne cible, 

caractdris^ en ce que 

la region compl^mentaire presente morns de 25 palres de nucleotides successives. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 , dans lequel I'ARNdb est incorpore dans des structures mjcellaires, de preference 
dans des liposomes. 

3. Precede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est incorpore dans des capsides natu- 
relles virales ou dans des capsides artificielies, preparees par voie chimique ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

4. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est exprime dans des cellules 
eucaryotes. 

5. Procede selon i'une des revendications precedentes, dans lequel ie gene cible est seiectionne parmi le groupe 
suivant: oncogene, gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de developpement, gene de prion. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est exprime dans des organismes 
pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

7. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroTde. 

8. Precede selon la revendication 7, dans lequel le virus est un virus eu un viroide pathogene humain. 

9. Precede selon la revendication 7, dans lequel le virus ou le viro'rde est un virus ou un viroTde pathogene animal 
ou vegetal. 

10. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certalnes 
portions ou segments. 

11. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel les extremites de I'ARNdb sent modlfiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

12. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la cohesion de la structure double brin, occa- 
sionnee par les paires de nucleotides compiementaires, est renfercee par au moins une, de preference deux, autre 
(s) liaison(s) chimique{s). 

13. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou lenique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

14. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
morns une, de preference au niveau des deux extremites de la structure double brin. 

15. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un 
ou de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chalnes poly-(oxyphosphlnico- 
oxy-1,3-propanediol)- et/ou polyethyieneglycol. 
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16. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6cedentes, dans leque! la liaison chlmlque est form6e par des analogues 
de purine utilises d la place de la purine dans la structure double brin. 

17. Proc6d§ selon I'une des revendications pr6c6dentes, dans lequel la liaison chimique est form6e par des motifs 
azabenz^ne introduits dans la structure double brin. 

18. Proc^d6 selon Tune des revendications pr6cedentes, dans lequel la liaison chimique est form^e par des analogues 
nucl^otidiques ramifies utilises d la place de nucleotides dans la structure double brin. 

19. Proc6d6 selon I'une des revendications prec^dentes, dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants 
pour former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de pr6f6rence une bis-(2-chtoro6thyl) 
amine ; N-ac§tyl-N -(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracile ; psoral^ne. 

20. Proc6d6 selon I'une des revendications pr6c6dentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extremites de la structure double brin. 

21. Proc6d6 selon I'une des revendications prec6dentes, dans lequel la liaison chimique est form6e au niveau des 
extremites de la structure double brin par des liaisons en triple h6lice. 

22. Proc6d6 selon I'une des revendications precedentes, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2'-amino- 
ou 2'-methyle. 

23. Procede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
la structure double brin est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modlfie chimiquement, de preference 
par un pont 2'-0,4'-C-m6thyiene. 

24. Procede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel I'ARNdb est lie a, associ6 d ou entoure par au 
moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derlvee de celui-ci ou fabriquee par vote synth6tique. 

25. Procede selon I'une des revendications prec6dentes, dans lequel la proteine enveloppe est d6rivee d'un polyo- 
mavirus. 

26. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

27. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel, lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside d partir de la proteine enveloppe, un cote est toume vers I'lnterieur de la capside ou de 
la structure de type capside. 

28. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

29. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la cellule est une cellule de vertebre ou une 
cellule humaine. 

30. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel au moins deux ARNdb differents I'un de I'autre 
sont introduits dans la cellule, un brin de chaque ARNdb etant compiementaire au moins sur certaines portions 
ou segments de respectivement un d'au moins deux genes cibles diff6rents. 

31. Procede selon Tune des revendications precedentes. dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 

32. Medicament comportant au moins un oligoribonucieotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux 
ARN simple brin separes, destine ^ inhiber I'expression d'un gene cible donne, un brin de I'ARNdb presentant une 
region compiementaire du gene cible, 

caracterlse en ce que 

la region compiementaire presente morns de 25 patres de nucleotides successtves. 
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33. Medicament selon la revendication 32, dans lequel I'ARNdb est enripaquet6 dans des structures micellaires, de 
preference des liposomes. 

34. Medicament selon Tune des revendications 32 ou 33, dans lequel TARNdb est incorpore dans des capsides na- 
5 tureDes virales ou dans des capsides artificielles, prepar^es par voie chimtque ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

35. Medicament selon Tune des revendications 32 d 34, dans lequel le gene cible peut etre exprime dans des cellules 
eucaryotes. 

10 

36. Medicament selon Tuns des revendications 32 a 35, dans lequel le gene cibfe est seiectionne parmi le groupe 
suivant : oncogene, gene de cytokine, gene d'Id-proteine, gene de developpement, gene de prion. 

37. Medicament selon Tune des revendications 32 d 36, dans lequel le gene cible peut dtre exprime dans des orga- 
ns nismes pathogenes. de preference dans des plasmodles. 

38. Medicament selon Tune des revendications 32 d 37, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroide. 

20 39. Medicament selon la revendication 38, dans lequel le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

40. Medicament selon la revendication 38, dans lequel le virus ou le viroTde est un virus ou un viroTde pathogene animal. 

41. Medicament selon Tune des revendications 32 ^ 40, dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines 
25 portions ou segments. 

42. Medicament selon Tune des revendications 32 d 40, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

30 43. Medicament selon I'une des revendications 32 d 42, dans lequel la cohesion de la structure double brin, occasion- 
nee par les paires de nucleotides complementaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 
(s) liaison(s) chimique(s). 

44. Medicament selon Tune des revendications 32 a 43, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
35 covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 

interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

45. Medicament selon Tune des revendications 32 e 44, dans iequel la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux, extremites de la structure double brin. 

40 

46. Medicament selon I'une des revendications 32 a 45, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un ou 
de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chaTnes poly-(oxyphosphinico- 
oxy-1,3-propanediol)- et/ou polyethyieneglycol. 

45 47. Medicament selon I'une des revendications 32 e 46, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises e la place de la purine dans la structure double brin. 

48. Medicament selon I'une des revendications 32 a 47, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

50 

49. Medicament selon I'une des revendications 32 ^ 48, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nucieotidiques ramifies utilises d ia place de nucleotides dans la structure double brin. 

50. Medicament selon I'une des revendications 32 e 49, dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants pour 
55 former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-chloroethyl) 

amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouracile; psoraiene. 

51. Medicament selon t'une des revendications 32 d 50, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
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thiophosphoryle pr^vus au niveau des extr6mit6s de la structure double brin. 

52. Medicament selon Tune des revendications 32 ^ 51 , dans lequel !a liaison chimique est constitu6e par des liaisons 
en triple h^ltce au niveau des extr6mit6s de la structure double brin. 

5 

53. Medicament selon I'une des revendications 32 ^ 52, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplac6 dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2'-amino- 
ou 2*-m6thyle. 

10 54. Medicament selon Tune des revendications 32 a 53, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de la 
structure double brin est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 
par un pont 2-0,4 -C-m6thyiene. 

55. Medicament selon I'une des revendications 32 d 54, dans lequel TARNdb est lie d, associe d ou entoure par au 
15 moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celul-ci ou fabriquee par vote synthetique. 

56. Medicament selon I'une des revendications 32 e 55, dans lequel la proteine enveloppe est deriv6e d'un polyoma- 
virus. 

20 57. Medicament selon I'une des revendications 32 d 56, dans lequel la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 {VP2) du polyomavirus. 

58. Medicament selon Tune des revendications 32 a 57, dans lequel, lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside d partir de la proteine enveloppe, un cote est tourne vers I'interieur de ia capside ou de 

25 la structure de type capside. 

59. Medicament selon I'une des revendications 32 d 58, dans lequel un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

30 60. Medicament selon I'une des revendications 32 d 59, dans lequel ia cellule est une cellule de vertebre ou une cellule 
humaine. 

61. Medicament selon I'une des revendications 32 ^ 60, dans lequel sont contenus au moins deux ARNdb differents 
run de I'autre, un brin de chaque ARNdb etant compiementaire au moins sur certaines portions ou segments de 

35 respectivemenl un d'au moins deux genes cibles differents. 

62. Medicament selon la revendication 61, dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 

63. Principe actif comportant au moins un oligoribonucl6otide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux 
40 ARN simple brin separes, destine a inhiber I'expression d'un gene cible donne, un brin de I'ARNdb presentant une 

region compiementaire du gene cible, et dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou d'un viroide 
pathogene vegetal, 
caracterlse en ce que 

la region compiementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

45 

64. Principe actif selon la revendication 63. dans lequet le gene cible peut etre exprime dans des cellules eucaryotes. 

65. Principe actif selon la revendication 63 ou 64, dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines portions 
ou segments. 

50 

66. Principe actif seton I'une des revendications 63 ci 65, dans lequel les extremit6s de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

67. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 66, dans lequel la cohesion de la structure double brin, occa- 
55 sionnee par les paires de nucleotides compiementaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 

(s) liaison(s) chimique(s). 

68. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 67, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
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covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogfene, des interactions hydrophobes, de pr6f6rence des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

69. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 68, dans lequei la liaison chimique est r6alis6e au niveau d'au 
moins une. de pr6f6rence au niveau des deux, extr^mit^s de la structure double brin. 

70. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 69, dans lequei la liaison chimique est form6e au moyen d'un 
ou de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de pr6f6rence des chaTnes poly-(oxyphosphinico- 
oxy-1,3-propanediot)- et/ou poly6thylenegiycol. 

71. Principe actif selon t'une des revendications 63 d 70. dans lequei la liaison chimique est form6e par des analogues 
de purine utilises d la place de ia purine dans la structure double brin. 

72. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 71, dans lequei la liaison chimique est form^e par des motifs 
azabenzSne introduits dans la structure double brin. 

73. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 72, dans lequei la liaison chimique est form6e par des analogues 
nucl^otidiques ramifies utilises d la place de nucleotides dans la structure double brin. 

74. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 73, dans lequei on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique : bleu de m6thyl6ne ; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-chloroethyl) 
amine ; N-ac6tyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouracile; psoral6ne. 

75. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 74. dans lequei la liaison chimique est form^e par des groupes 
thiophosphoryle pr^vus au niveau des extr^mit^s de la structure double brin. 

76. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 75. dans lequei la liaison chimique est constitute par des liaisons 
en triple htlice au niveau des extrtmitSs de la structure double brin. 

77. Principe actif selon Tune des revendications 63 d 76, dans lequet au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplact dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2'-amino- 
ou 2'-m6thyle. 

78. Principe actif selon Tune des revendications 63 a 77, dans lequei au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
la structure double brin est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 
par un pont 2'-0,4'-C-methylene. 

79. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 78. dans lequei un brin de I'ARNdb est compiementaire du 
transcript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

80. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 79. dans lequei sont contenus au moins deux ARNdb differents 
run de i'autre. un brin de chaque ARNdb etant compiementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 

81. Utilisation d'un oligoribonucieottde d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux ARN simple brin separes 
pour preparer un medicament ou un principe actif destine d inhiber I'expression d'un gene cible donne, un brin de 
I'ARNdb presentant une region compiementaire du gene cible, 

caracterisee en ce que 

la region compiementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

82. Utilisation selon la revendication 81, dans laquelle I'ARNdb est empaquete dans des structures micellaires, de 
preference des liposomes. 

83. Utilisation selon I'une des revendications 81 ou 82, dans taquelte I'ARNdb est incorpore dans des capsides natu- 
relles virales ou dans des capsides artificielles. preparees par vole chimique ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

84. Utilisation selon I'une des revendications 81 ^ 83. dans laquelle le gene cible peut §tre exprime dans des cellules 
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eucaryotes. 

85. Utilisation selon Tune des revendications 81 d 84, dans laquefle le gene cible est s6lectionn6 parmi le groupe 
suivant : oncogene, g^ne de cytokine, gene d'ld-prot6ine, g^ne de d^vetoppement, g^ne de prion. 

5 

86. Utilisation selon Tune des revendications 81 d 85, dans laqueile le g§ne cible peut §tre exprim6 dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

87. Utilisation selon Tune des revendications 81 d 86, dans laqueile le gdne cible est une composante d'un virus ou 
10 d'un viro'fde. 

88. Utilisation selon la revendication 87, dans laqueile le virus est un virus ou un viroYde pathog^ne humain. 

89. Utilisation selon la revendication 87. dans laqueile le virus ou le viroTde est un virus ou un viroide pathog^ne animal 
15 ou vegetal. 

90. Utilisation selon Tune des revendications 81 ^ 89, dans laqueile I'ARNdb est r6alis6 a double brin sur certaines 
portions ou segments. 

20 91. Utilisation selon Tune des revendications 81 ^ 90, dans laqueile les extr6mit6s de I'ARNdb sont modifi6es pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simpies brins. 

92. Utilisation selon i'une des revendications 81 a 91, dans laqueile la cohesion de la structure double brin, occasionn6e 
par les paires de nucleotides compl^mentaires, est renforc^e par au moins une, de preference deux, autre(s) 

25 liaison(s) chimique(s). 

93. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 92, dans laqueile a liaison chimique est form6e par une liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogdne. des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metalltque. 

30 

94. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 93, dans laqueile la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux, extremites de la structure double brin. 

95. Utilisation selon I'une des revendications 81 ^ 94, dans laqueile la liaison chimique est formee au moyen d'un ou 
35 de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chaines poly-(oxyphosphinico- 

oxy-1,3-propanediol)- et/ou polyethyleneglycol. 

96. Utilisation selon I'une des revendications 81 ^ 95, dans laqueile la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises d la place de la purine dans la structure double brin. 

40 

97. Utilisation selon I'une des revendications 81 e 96, dans laqueile la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

98. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 97, dans laqueile la liaison chimique est formee par des analogues 
45 nucieotidiques ramifies utilises e la place de nucleotides dans la structure double brin. 

99. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 98, dans laqueile on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de preference une bls-(2-chloroethyl) 
amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouraclle ; psoraiene. 

50 

100. Utilisation selon Tune des revendications 81 e 99, dans laqueile la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extremites de la structure double brin. 

101. Utilisation selon I'une des revendications 81 ^ 100, dans laqueile la liaison chimique est formee au niveau des 
55 extremites de la structure double brin par des liaisons en triple heiice. 

102. Utinsation selon i'une des revendications 81 e 101 , dans laqueile au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2'-amino- 
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ou 2*-m6thyle. 

103. UtiIisatlon selon Tune des revendications 81 ^ 102, dans laquelle au molns un nucleotide d'au moins un brin de 
la structure double brin est un "nucleotide ferme" pr6sentant un cycle sucre nriodifi6 chimiquement, de preference 

5 par un pont 2'-0,4'-C-m6thylene. 

104. Utiljsatjon selon Tune des revendications 81 d 103, dans laquelle TARNdb est lid d, associe d ou entoure par au 
moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, dehvde de celui-ci ou fabrlqu^e par voie synthetique. 

10 105.Utlllsation selon Tune des revendications 81 d 104, dans laquelle la proteine enveloppe est deriv6e d'un polyoma- 
virus. 

106. Utilisatlon selon Tune des revendications 81 d 105, dans laquelle la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du potyomavirus. 

15 

107. Utilisation selon t'une des revendications 81 ci 106, dans laquelle lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside partir de la prot6ine enveloppe, un cote est tourne vers I'interieur de la capside ou de 
la structure de type capside. 

20 lOB.Utillsation selon I'une des revendications 81 ^ 1 07, dans laquelle un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

109. Utiiisation selon Tune des revendications 81 d 108, dans laquelle la cellule est une cellule de vertebre ou une 
cellule humaine. 

25 

110. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 109, dans laquelle au moins deux ARNdb differents I'un de I'autre 
sont utilises, un brin de chaque ARNdb etant compiementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes clbles differents. 

30 111. Utilisation selon la revendication 110, dans laquelle un des genes cible est le gene PKR. 

112.UtiHsation selon Tune des revendications 81 a 111, dans laquelle le medicament peut etre injecte dans le flux \ 
sanguin ou dans Tinterstitium de I'organisme sur lequel est realisee la therapie. 

35 113.Utilisatlon selon Tune des revendications 81 e 112, dans laquelle I'ARNdb est recueilli dans des bacteries ou des 
microorganismes. 

114. Utilisatfon d'un vecteur de codage d'au moins un oligoribonucieotide d'une structure double brin (ARNdb) formee 
de deux ARN simple brin separes pour fabriquer un medicament ou un principe aclif destine d inhiber I'expression 

40 d'un gene cible donne, un brin de I'ARNdb presentant une region compiementaire d'un gene cible, 
caracterlsee en ce que 

la region compiementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

115. Utilisation selon la revendication 114, dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des cellules eucaryotes. 

45 

lie.Utllisation selon la revendication 114 ou 115. dans laquelle le gene cible est seiectionne parmi le groupe suivant : 
oncogene, gene de cytokine, gene d'Id-proteine, gene de d6veloppement, gene de prion. 

117. Utilisation selon I'une des revendications 114 ^ 116, dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des orga- 
50 nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

118. Utilisatlon selon I'une des revendications 114^117, dans laquelle le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroVde. 

55 IiS.Utilisation selon la revendication 118, dans laquelle le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

i20.Utilisation selon la revendication 118, dans laquelle le virus ou le viroide est un viais ou un viroTde pathogene 
animal ou vegetal. 
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121. Utilisation selon I'une des revendicatlons 114 ^ 120, dans laquelle I'ARNdb est r6alls6 en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

122. Utilisatlon selon I'une des revendications 114 d 121, dans laquelle un brin de I'ARNdb est compl6mentalre du 
transcript d'ARN primaire ou traite du gene cibte. 

123. Utilisation seton I'une des revendicatlons 114 d 122. dans laquelle la cellule est une cellule de vertSbr6 ou une 
cellule humalne. 

124. Utilisatlon selon Tune des revendications 114 d 123, dans laquelle au moins deux ARNdb diff6rents I'un de ('autre 
sont utilises, un brin de chaque ARNdb 6tant compl6mentaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux g^nes cibles diff^rents. 

125. Utllisatlon selon la revendication 124, dans laquelle un des genes cible est le gene PKR. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfmdung betrifft Verfahren nach dem Oberbegrlff des Anspruchs 1. Sie betrifft ferner ein Medikament 
nach dem Oberbegriff des Anspruchs 32, einen Wirkstoff nach dem Oberbegriff des Anspruchs 63 sowie Venvendungen 
nach den Oberbegriffen der AnsprOche 81 und 114. 

[0002] Eln solches Verfahren ist aus der nachverbffentlichlen WO 99/32619 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt 
auf die Hemmung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. Dazu ist es erforderlich, daft das dop- 
pelstrSingige Oligoribonukleotid eine zum Zielgen Identische Sequenz mit einer Ldnge von mindestens 25 Basen auf- 
welsl. Zur Erzielung einer effizienlen Hemmung ist eine LSnge der identischen Sequenz von 300 bis 1 000 Basenpaare 
erforderlich. Der Herstellungsaufwand eines solchen Qligoribonukieotids ist hoch. 

(00031 Die DE 196 31 919 C2 beschreibt eine Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen, wobei die Antl- 
Sinn-RNA in Form eines sie kodierenden Vektors vorliegl. Bei der Anti-Sinn-RNA handett es sich urn ein RNA-Mo!ekuI, 
das komplementdr zu Bereichen der mRNA ist. Durch Bindung an diese Bereiche wird eine Hemmung der Genexpres- 
sion bewirkt. Diese Hemmung kann insbesondere zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen, z.B. Tumorer- 
krankungen Oder viralen Infektionen, eingesetzt werden. - Die Anti-Sinn-RNA muB nachteiligerweise In einer Menge 
in die Zelle eingebracht werden, die mindestens genauso groB wie die Menge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der 
bekannten Antl-Sinn-Verfahren ist nicht besonders hoch. 

[0004] Aus der US 5,712,257 ist ein Medikament bekannt, das fehlgepaarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und 
biologisch aktive fehlgepaarte Bruchstucke von dsRNA in Form eines ternaren Komplexes mit einem oberfiachenak- 
liven Mittel enthalt. Die dabei verwendete dsRNA besteht aus synthetisch hergestellten Nukleinsaureeinzelstrangen 
ohne definierte Basensequenz. Die Einzelstr^nge gehen nicht-regulare, sogenannte '•Nicht-Watson-Crick''-Basenpaa- 
rungen miteinander ein, so daR fehlgepaarte DoppelstrSnge gebildet werden. Die bekannte dsRNA dient zur Hemmung 
der Vermehrung von Retroviren, wie HIV. Die Vermehrung des Virus kann gehemmt werden, wenn nicht-sequenzspe- 
zifische dsRNA In die Zellen eingebracht wird. Es kommt dabei zu einer Induktion von Interferon, wodurch die Vlms- 
vermehnjng gehemmt werden soil Der hemmende Effekt bzw. die Wirksamkeit dieses Verfahrens Ist gering. 
[0005] Aus Fire. A, et.al, NATURE. Vol. 391 , pp. 806 ist es bekannt, daB dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise 
komplementar zu einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expression dieses Gens mil einer hohen 
Wirksamkeit hemmt. Es wird die Auffassung vertreten, daB die besondere Wirksamkeit der verwendeten dsRNA in 
Zellen des Fadenwurms nicht auf dem Anti-Sinn-Prinzip beruht, sondem mdglicherweise auf katalytische Eigenschaf- 
ten der dsRNA bzw. durch sie induzierte Enzyme zuruckzufuhren ist. - Ober die Wirksamkeit spezifischer dsRNA in 
bezug auf die Hemmung der Genexpression, insbesondere in Saugerzellen und humanen Zellen, ist in diesem Artikel 
nichts ausgesagt. 

[0006] Die WO 92/19732 betrifft Anti-Sinn-Oligonukleotide und deren Venwendung. Die einzelstrangigen Oligonu- 
kleotide sind zum Schulz gegen enzymatischen Abbau durch Exonukleasen rOckgefaltet oder topologisch geschlossen. 
Ihre Wirkung beruht insbesondere auf der Blockade der Expression von Zielgenen durch Tripel-Helixbindung. 
[0007] Die WO 98/05770 betrifft eine Anti-Sinn-RNA. Die Anti-Sinn-RNA weist einen doppelstrflnglgen Bereich auf. 
Dieser Bereich ist jedoch nicht komplementar zum Zielgen. Beim doppelstrSngigen Bereich handelt es sich urn eine 
durch eine Poly-GCGC ... - sequenz erzeugte selbstkomplementare Faltung, welche der Stabilisierung des MolekOls 
dient. 

[0008] Ulmann el al., 2377 Chemical Review, 90 (1990) June, No. 4, Washington DC. US gibt einen Oberblick Ober 
die Wirkungsweise von Anli-Sinn-Oligonukleotiden. 

[0009] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil 
insbesondere ein moglichst efTizientes Verfahren, Medikament bzw. Wirkstoff und eine mOglichst effiziente Verwendung 
zur Herstellung eines Medikaments bzw. WIrkstoffs angegeben werden, mit dem/der eine besonders wirksame Hem- 
mung der Expression eines vorgegebenen Zielgens bewirkbar ist. 

[0010] Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1, 32. 63, 81 und 114 gelost. Vorteilhafte Ausgestal- 
tungen ergeben sich aus den Anspruchen 2 bis 31, 33 bis 62, 882 bis 113 und 115 bis 125. 
[0011] Die Aufgabe wird gelost u.a. durch die Merkmale Anspruchs 1. 

[0012] Es hat sich uberraschendenwelse gezelgt, daB bereits bei einer Ldnge des komplementaren Bereichs von 
weniger als 25 aufeinanderfolgenden Nukleotidpaaren eine wirksame Hemmung der Expression des Zielgens erreicht 
werden kann. Entsprechende Oligoribonukleotide kOnnen mitgerlngerem Herstellungsaufwand bereitgestellt werden. 
[0013] Insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 Nukleotidpaaren induziert in Saugerzellen und huma- 
nen Zellen bestimmte zellulare Mechanismen, z.B. die dsRNA-abhSngige Proteinkinase oder das 2-5A-System. Das 
fuhrt zum Verschwinden des durch die eine definierte Sequenz aufweisende dsRNA vermittelten Interferenzeffektes. 
Dadurch wird die Proteinblosynthese in der Zelle blockiert. Insbesondere dieser Nachteil wird durch die vorliegende 
Erfindung beseitigt. 

[0014] Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer KettenlSnge in die Zelle bzw. in den Zellkern gegenuber 
ISngerkettigen dsRNAs deutlich erieichtert. 
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[001 5J Es hat sich als vortellhafl erwiesen, daB die dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, 
vorliegt. Die dsRNA kann gleichfalls in virale naturliche Kapside oder in auf chemischem Oder enzymatischem Weg 
hergestellte kunstliche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen sein. - Die vorgenannten Merkmale 
ermogllchen ein Einschleusen der dsRNA in vorgegebene Zlelzellen. 

[0016] Das zu hemmende Gen wird zweckmafiigerwelse in eukaryontischen Zellen exprimiert. Das Zlelgen kann 
aus der folgenden Gruppe ausgewShlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Proteln-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. Es 
kann auch In pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert werden. Es kann Bestandteil eines, 
vorzugsweise humanpathogenen, Virus oder Viroids sein. - Das vorgeschlagene Verfahrenemnoglicht die Herstellung 
von Mittein zur Therapie genetisch gesteuerter Krankheiten, z.B. Krebs, viraler Erkrankungen oder Morbus Alzheimer. 
[0017] Das Virus oder Vlroid kann auch ein tier- oder planzenpathogenes Virus oder VIrold sein. In diesem Fall 
eriaubl das erfindungsgemaiie Verfahren auch die Bereitstellung von Mittein zur Behandlung von Tier- oder Pflanzen- 
krankheiten. 

[001 8] Nach einem weiteren Ausgestaitungsmerkmal ist die dsRNA abschnlttswetse doppelstrdnglg ausgeblldet. Die 
Enden der dsRNA kOnnen modifizlert werden, urn einem Abbau in derZelle oder einer Dissoziatlon in die EtnzeistrSnge 
entgegenzuwirken. EIne Dissoziatlon tritt insbesondere bei Venvendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Ket- 
teniangen auf. Zur besonders wirksamen Hemmung der Dissoziatlon kann der durch die Nukleotldpaare bewirkte Zu- 
sammenhalt der doppelslrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemlsche Verknup- 
fung/en erhoht werden. - Eine erfindungsgemSfie dsRNA, deren Dissoziatlon vermindert Ist, weist eine hohere Slabilitat 
gegen enzymatischen und chemischen Abbau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 

[001 9] Die chemlsche Verknupfung wird zweckmaiiigerweise durch eine kovalente oder ionlsche Bindung, eine Was- 
serstoffbruckenblndung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waalsoder Stapelungswechselwir- 
kungen, oder durch MetalMonenkoordlnation geblldet. Sle kann nach einem besonders vorteilhaften Ausgestaitungs- 
merkmal an mindestens einem, vorzugsweise an beiden, Ende/n hergestellt werden. 

[0020] Es hat sich welter als vorteilhaft enwiesen, daft die chemlsche Verknupfung mittels einer oder mehrerer Ver- 
blndungsgruppen geblldet wird. wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinlcooxy-1,3-propan- 
diol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten stnd. Die chemlsche VerknDpfung kann auch durch In der doppelstrSnglgen 
Struktur anstelle von Purinen benutzte Purlnanaloga geblldet werden. Von Vortell ist es ferner, daft die chemlsche 
VerknOpfung durch in der doppelstrdngigen Struktur eingefOhrte Azabenzoleinhelten geblldet wird. Sie kann aufterdem 
durch In der doppelstrdnglgen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukteotldanaloga geblldet wer- 
den. 

[0021] Es hat sich als zweckmSftig erwiesen, daft zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktlonelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N- 
acetyl-N'-(p-glyoxylbenzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Ferner kann die chemlsche Verknupfung durch an den 
Enden des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden. Vorzugsweise wird die 
chemlsche Verknupfung an den Enden des doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Blndungen hergestellt. 
[0022] Die chemische Verknupfung kann zweckmaftlgenweise durch ultraviolettes Licht induziert werden. 
[0023] Die Nukleotide der dsRNA konnen modifizlert sein. Dies wirkt einer Aktivierung einer von doppelstranglger 
RNA abhangigen Proteinkinase, PKR, in der Zelle entgegen. Vorteilhaftenweise Ist mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe 
der Nukleotide der dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemlsche Gruppe, vorzugsweise eine 2- 
Amino- oder eine 2'-Methylgruppe, ersetzt. Mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang der doppelstrangigen 
Struktur kann auch ein sogenanntes "locked nucleotide" mil einem, vorzugsweise durch eine 2'-0. 4'-C-MethylenbrQk- 
ke, chemlsch modifizierten Zuckerring sein. Vorteilhafterweise stnd mehrere Nukleotide "locked nucleotides". 
[0024] Nach einer weiteren besonders vorteilhaften Ausgestaltung Ist vorgesehen, daft die dsRNA an mindestens 
ein von einem Virus stammendes, davon abgeleltetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, 
damit assoziiert oder davon umgeben wird. Das HQIIproteIn kann vom Polyomavirus abgeteitet sein. Es kann das 
Hullprotein das VIrus-ProteIn 1 (VP1 ) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthallen. Die Venvendung 
derartiger Hullprotelne ist z.B. aus der DE 196 18 797 A1 bekannt. - Die vorgenannten Merkmale erielchtert wesentlich 
das EinfOhren der dsRNA in die Zelle. 

[0025] Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem Hullprotein die eine Seite 
zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. Das geblldete Konstrukt ist besonders stabil. 
[0026] Die dsRNA kann zum primaren oder prozessierten RNA-TranskrIpt des Zlelgens komplementar sein.- Die 
Zelle kann eine Vertebratenzelte oder eine menschliche Zelle sein. 

[0027] Es konnen mindestens zwei vonelnander verschiedene dsRNAs In die Zelle eingefuhrt werden, wobei ein 
Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen 
Zielgenen ist. Dadurch ist es mogllch. gleichzeitig die Expression mindestens zwei verschiedener Zielgene zu hemmen. 
Urn die Expression einer von doppelstranglger RNA abhangigen Proteinkinase, PKR, in der-Zelle zu unterdrucken, ist 
eines der Zielgene vorteilhaftenA/eise das PKR-Gen. Dadurch kann die PKR-Aktivitat in der Zelle wirksam unterdrOckt 
werden. 



EP1 144 623 B9 (W1B1) 



[0028] Nach MafJgabe der Erfindung wird die Aufgabe ferner durch ein Medikament mit den Merkmalen der Anspru- 
che 32 bzw. 63 gelCst. - Es hat sich uberraschend gezeigt, dali eine solche dsRNA sich als Medikament zur Hemmung 
der Expression eines vorgegebenen Gens in SSugerzellen bzw. in einem pflanzenpathogenen Virus oder VIroids eignel. 
Die Hemmung wird im Vergleich zur Verwendung einzelstrSngiger Oligoribonukleotide bereits bei Konzentrationen 
5 bewirkt, die urn mindestens eine Grofienordnung niedrlger sind. Das erfindungsgemaBe Medikament ist hoch wirksam. 
Es sind geringere Nebenwirkungen zu en^/arten. 

[0029] Nach weiterer MaBgabe der Erfindung wird die Aufgabe durch eine Verwendung eines Oligoribonukleotids 
mit den Merkmalen des des Anspruchs 81. - Oberraschenderweise eignet sich eine solche dsRNA zur Herstellung 
eines Medikaments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens. Bei einer Verwendung von dsRNA wird 
10 die Hemmung im Vergleich zur Verwendung einzelstrdngiger Oligoribonukleotide schon bei urn eine Grol^enordnung 
geringeren Konzentrationen bewirkt. Die erfindungsgemdl^e Verwendung emnfiglicht also die Herstellung besonders 
wirksamer Medtkamente. 

[0030] Nach weiterer Maflgabe der ErTindung wird die Aufgabe geldst durch die Verwendung eines Vektors mit den 
Merkmalen des Anspruchs 114. • Die Verwendung eines solchen Vektors ermdglicht eine besonders wirksame Gen- 
ts therapie. 

[0031] Hinsichtlich vorteilhafter Ausgestaltungen des Medikaments und der Ven^/endung wird auf die Beschreibung 
der vorangegangenen Merkmale verwiesen. 

[0032] Nachfolgend werden anhand der Figuren Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung nSher eriautert. Es zeigen: 

20 Fig. 1 die schematische Darstellung eines Plasmids fiir die in vrfro-Transkription mit T7- und SP6-Polymerase, 

Fig. 2 RNA nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidget und Ethidiumbromidfarbung, 

Fig. 3 eine Darstellung radioaktiver RNA-Transkripte nach Elektrophorese auf einem 8%igen Potyacrylamidgel 

25 mit 7 M Harnstoff mittels eines "Instant Imagers" und 

Fig. 4 a - e Texas-Rot- und YFP-Fluoreszenz in murinen Fibroblasten. 

Ausfuhrungsbeispiei 1: 

30 

[0033] Die Inhibition der Transkription wurde durch sequenzhomologe dsRNA In einem in Wfro-Transkriptionssystem 
mit einem Kernextrakt aus humanen HeLa-Zellen nachgewiesen. Die DNA-Matrize fCir diesen Versuch war das mittels 
SamHI linearisierte Plasmid pCMV1200. 

35 Herstellung der Matrizenplasmide: 

[0034] Zur Verwendung bei der enzymatischen Synthese der dsRNA wurde das in Fig. 1 dargestellte Plasmid kon- 
struiert. Dazu wurde zunachst eine Polymerase-Kettenreaktion (PGR) mit der "positive control DNA" des HeLaScribe® 
Nuclear Extract in vitro Transkriptionskils der Firma Promega, Madison, USA als DNA-Matrize durchgefuhrt. Einer der 

40 verwendeten Primer enthielt die Sequenz einer EcoRI-Schnittstelle und des T7-RNA-Potymerase-Promotors gemaB 
Sequenzprotokoll Nr. 1 . Der andere Primer enthielt die Sequenz einer eamHI-Schnittstelle und des SP6-RNA-Polyme- 
rase-Promotors gemSH Sequenzprotokoll Nr. 2. DarOber hinaus wiesen beide Primer an Ihren 3'-Enden identische 
bzw. komplementare Bereiche zur DNA-Matrize auf. Die PGR wurde mittels des "Taq PCR Core K/fs"der Firma Qiagen, 
Hilden, Deutschland nach Herstellerangaben durchgefOhrt. In einem Volumen von 100 \i\ wurden 1,5 mM MgCl2, je 

45 200 nM dNTP, je 0,5 ^M Primer, 2,5 U TaQ-DNA-Polymerase und etwa 100 ng "positive control DNA" als Matrize in 
PCR-Puffer eingesetzt. Nach der anfSnglichen Denaturierung der Matrizen-DNA durch Erhitzen auf 94°C fOr 5 Minuten 
erfolgte die Amplifikation in 30 Zyklen von je 60 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 60 Sekunden Annealing bei S^'C 
unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der Primer und 1,5-2 Minuten Polymerisation bei 72°C. Nach einer 
SchluBpolymerisation von 5 Minuten bei 72*'C wurden 5 ^1 des Reaktionsansatzes durch Agarosegelelektrophorese 

50 analysiert. Die Lange des so amplifizierten DNA-Fragmentes betrug 400 Basenpaare, wobei 340 Basenpaare der 
"positive control DNA" entsprachen. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt, mit EcoRI und SamHI hydrolysiert und nach 
erneuter Aufreinigung zur Ligation mit einem ebenfalls durch 5coRI und SamHI hydrolysierten pUC18 Vektor einge- 
setzt. Es erfolgte Transformation von E. coli XL1-blue. Das erhaltene Plasmid (pCMV5) tr^gt ein DNA-Fragment, das 
am 5'-Ende von dem T7- und am 3'-Ende von dem SP6-Promotor flankiert wird. Durch Linearisierung des Plasmids 

55 mit SamHI kann es in vitro mit der T7-RNA-Polymerase zur run-off-Transkription einer 340 Nukleotide langen, in Se- 
quenzprotokoll Nr. 3 dargestellten, einzelstrangigen RNA eingesetzt werden. Wird das Plasmid mit EcoRI linearisiert, 
kann es zur run-o^-Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase eingesetzt werden, wobei der komptementSre Strang 
entsteht. Entsprechend dem zuvor dargestellten Verfahren wurde auch eine 23 Nukleotide tSngere RNA synthetislert. 
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Dazu wurde eine in SequenzprotokoM Nr. 4 dargestellte DNA Ober die EcoR\ und SamHI-Schnittstellen mit dem pUC1 8 
Vektor ligiert. 

[0035] Als DNA-Matrize fOr die in vitro-Transkription mit HeLa-Kernextrakt wurde das Plasmid pCMV1 200 konstruiert. 
Dazu wurde ein 1 191 bp groRes EcoR I/Bam Hl-Fragment der im HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro Transkriptionskit 
enthallenen Positlvkontroll-DNA mittels PGR ampllfiziert. Das amplifizierte Fragment umfaRt den 828 bp grolien "un- 
mittelbar fruhen" CMV-Promotor und ein 363 bp grolJes transkribierbares DNA-Fragmenl. Das PCR-Produkt wurde 
Qber "T-Oberhang"-Ligation mit dem Vektor pGEM-T ligiert. Am 5'-Ende des Fragments ist eIne BamHI-Schnitlstelle. 
Das Plasmid wurde durch Hydrolyse mit BamHI linearisiert und als Matrize zur run-off-Transkriptlon eingesetzt. 

In wY/x)-Transkriptlon der komplementflren ElnzelstrSnge: 

[0036] pCMV5-Plasmld-DNA wurde mit EcoRI bzw. BamHI linearisiert. Sie wurde als DNA-Matrize fOr eine in vitro- 
Transkription der komplementSren RNA-Elnzelstrflnge mit SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendet. Dazu wurde 
das "Riboprobe in vitro Transcription" System der Firma Promega, Madison, USA eingesetzt. Nach Herstellerangaben 
wurden 2 \ig linearlsierte Plasmid-DNA in 100 ^l Transkriptionspuffer und 40 U T7- oder SP6-RNA-Polymerase 5 - 6 
Stunden bel SZ^'C inkubiert. Anschliedend wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von 2,5 nl RNase-freier DNase RQ1 
und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C abgebaut. Der Transkriptionsansatz wurde mit H2O auf 300 \i\ aufgefullt und 
durch Phenolextraktion gereinigt. Die RNA wurde durch Zugabe von 150 ^il 7 M Ammoniumacatatund 1125^1 Ethanol 
gefdilt und bis zur Hybridisierung bei SS^'C aufbewahrt. 

Hersteilung der RNA-DoppelstrSnge: 

[0037] Zur Hybridisierung wurden 500 ^1 der in Ethanol aufbewahrten und gefallten einzelstr^ngigen RNA abzentri- 
fugiert. Das resultierende Pellet wurde getrocknet und in 30fil PIPES-Puffer, pH 6.4 in Gegenwart von 80 % Formamid, 
400 mM NaCI und 1 mM EDTA aufgenommen. Jeweils 15 ^il der komplementSren Einzelstrange wurden zusammen- 
gegeben und fOr 10 Minuten auf SS^'C erhitzt. Anschlie&end wurden die Ans3tze bei 50°C uber Nacht inkubiert und 
auf Raumtemperatur abgekOhlt. 

[0038] Bel der Hybridisierung wurden nur ann£ihernd dqulmolare Meiigen der beiden Einzelstrdnge eingesetzt. Da- 
durch enthielten die dsRNA-Praparationen einzelstrangige RNA (ssRNA) als Kontamination, Um diese ssRNA-Konta- 
minationen zu entfernen, wurden die Ansdtze nach der Hybridisierung mit den einzelslrangspezifischen RIbonukleasen 
RNase A aus Rinderpankreas und RNase T1 aus Aspergillus oryzae behandelt. RNase A ist eine fur Pyrimidine spe- 
zifische Endoribonuklease. RNase T1 Ist eine Endoribonuklease, die bevorzugt auf der 3*-Selte von Guanosinen 
schneidet. dsRNA Ist kein Subslrat fur diese RIbonukleasen. Fur die RNase-Behandlung wurde zu den Ansatzen in 
300 \i\ Tris, pH 7,4. 300 mM NaCI und 5 mM EDTA 1,2 ^il RNaseA in einer Konzentrallon von 10 mg/ml und 2 pi 
RNaseTI in einer Konzentration von 290 \igfm\ zugegeben. Die Ansalze wurden 1,5 Stunden bel 30°C inkubiert. Da- 
nach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 \i\ Proteinase K in einer Konzentration von 20 mg/ml sowie 1 0 \i\ 20%iges 
SDS und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C denaturiert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt und mit 
Ethanol gefallt. Um die VoHstandigkeit des RNase-Verdaus iiberprufen zu kOnnen. wurden zwei Kontrollansatze mit 
ssRNA analog zu den Hybridisierungsansatzen behandelt. 

[0039] Das getrocknete Pellet wurde in 15 fil TE-Puffer, pH 6,5 aufgenommen und auf einem 8%igen Gel einer 
nativen Polyacrylamidgelelektrophorese unterzogen. Das Acrylamidgel wurde anschlieBend in einer Ethldiumbromid- 
losung gefarbt und in einem Wasserbad gespQIt. Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemachte 
RNA. Die auf Spur 1 aufgetragene ser^se- und die auf Spur 2 aufgetragene antisense-RNA zeigten unter den gewahlten 
Bedlngungen ein anderes Laufverhalten als die auf Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybridisierungsansatzes. Die auf 
den Spuren 4 bzw. 5 aufgetragene RNase-behandelte sense- bzw. antisense-RNA erzeugte keine sichtbare Bande. 
Dies zeigt, dalX die einzelstrangigen RNAs vollstandig abgebaut wurden. Die auf Spur 6 aufgetragene RNase-behan- 
delte dsRNA des Hybridisierungsansatzes ist reslstent gegenuber der RNase-Behandlung. Die im nativen Gel im Ver- 
glelch zu der auf Spur 3 aufgetragenen dsRNA schneller wandernde Bande resultlert aus dsRNA, die frei von ssRNA 
ist. Neben der dominierenden Hauptbande treten nach der RNase-Behandlung schwachere, schneller wandernde 
Banden auf. 

In wYro-Transkriptlons-Test mit menschllchem Zellkernextrakt: 

[0040] Unter Venwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega, Madison, 
USA wurde die Transkriptionseffizienz des oben angegebenen, im Plasmid pCMV1200 enthaltenen, zur "positive con- 
trol DNA" homologen DNA-Fragments in Gegenwart der sequenzhomologen dsRNA (dsRNA-CMV5) bestimmt. Au- 
lierdem wurde der EInfluB der nichtsequenzhomologen, dem "Gelb fluoreszierenden Protein" {YFP)-Gen entsprechen- 
den dsRNA (dsRNA-YFP) untersucht. Diese dsRNA war analog zur seguenzhomologen dsRNA hergestellt worden. 
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Die Sequenz eines Stranges dieser dsRNA ist Sequenzprotokoll Nr. 5 zu entnehmen. Als Matrize fur die run-off-Jran- 
skription diente das Plasmid pCMV1200. Es tragi den "unmittelbar fruhen" Promoter des Cytomegalievirus, der von 
der eukaryotischen RNA-Polymerase II erkannt wird, und ern transkribierbares DNA-Fragnnent. Die Transkription er- 
folgte mittels des HeLa-Kernextrakts, der alle notwendigen Proteine fur eine Transkription enthalt. Durch Zugabe von 
[•-32p]rGTP zunn Transkriptlonsansatz wurde radioaktiv markiertes Transkript erhalten. Das verwendete {•-32p]rGTP 
hatte eine speziftsche Aktivitat von 400 Ci/mmol, 10 mCi/ml. Pro Ansatz wurden 3 mM MgCl2, je 400 ^iM rATP, rCTP, 
rUTP, 1 6 rGTP, 0,4 jiM [-32pjrGTP und je nach Versuch 1 fmol linearislerte Plasmid-DNA und verschiedene Mengen 
an dsRNA in Transkriptionspuffer eingesetzt. Jeder Ansatz wurde mit HgO auf ein Volumen von 8,5 aufgefullt. Die 
Ansatze wurden vorsichtig gemischt. Zum Starten der Transkription wurden 4 U HeLa-Kernextrakt in einem Volumen 
von 4 ^1 zugegeben und fur 60 Minuten bei 30^*0 inkublert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 87,5 \i\ auf 30*^0 
enwSrmten Stopp-Mix beendet. Zur Entfernung der Proteine wurden die AnsSlze mil 100 \i\ Phenol/Chloroform/lsoa- 
mylalkohol (25:24:1 , v/v/v), gesSttigt mit TE-Puffer. pH 5,0, versetzt und 1 Minute krSftig gemischt. Zur Phasentrennung 
wurde etwa 1 Minute bei 1 2000 rpm zentrifugiert und die obere Phase in ein neues ReaktionsgefSQ OberfOhrt. Zu jedem 
Ansatz wurden 250 ^t Ethanol zugegeben. Die Ansdtze wurden gut gemischt und fOr mindestens 15 Minuten auf 
Trockeneis/Methanol inkublert. Zur PrSzipitation der RNA wurden die AnsStze 20 Minuten bei 12000 rpm und 4*'C 
zentrifugiert. Der Oberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde 15 Minuten im Vakuum getrocknet und in 10 ^il H2O 
resOspendiert. Zu jedem Ansatz wurden 1 0 )il denaturlerender Probenpuffer zugegeben. Die Trennung des freien OTP 
vom entstandenen Transkript erfolgte mittels denaturlerender Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf einem 8%igen Gel 
mit 7 M Harnstoff. Die bei der Transkription mit HeLa-Kernextrakt gebildeten RNA-Transkripte in denaturierendem 
Probenpuffer wurden fur 10 Minuten auf QO^'C erhttzt und 10 ^il davon sofort in die frisch gespulten Probentaschen 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA. Die Menge der bei der Transkription gebildeten radloakttven ssR- 
NA wurde nach der Elektrophorese mit Hilfe eines Instant /mager analysiert. 

[0041] Fig. 3 zeigt die mittels des instant Imagers dargestellte radioaktive RNA aus einem reprflsentativen Tests. Es 
wurden aus folgenden Transkriptionsansdtzen gewonne Proben aufgetragen: 



Spur 1 : ohne Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 2: 50 ng Matrlzen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 3: 50 ng Matrlzen-DNA. 0,5 \ig dsRNA-YFP; 

Spur 4: 50 ng Matrizen-DNA, 1 ,5 ^ig dsRNA-YFP; 

Spur 5: 50 ng Matrlzen-DNA, 3 ^g dsRNA-YFP; 

Spur 6: 50 ng Matrizen-DNA, 5 dsRNA-YFP; 

Spur 7: ohne Matrizen-DNA, 1 ,5 dsRNA-YFP; 

Spur 8: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 9: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 ^ig dsRNA-CMV5; 

Spur 10: 50 ng Matrizen-DNA, 1.5 ^g dsRNA-CMV5: 

Spur 11: 50 ng Matrizen-DNA, 3 ^ig dsRNA-CMV5; 

Spur 1 2: 50 ng Matrizen-DNA, 5 ^ig dsRNA-CMV5; 



[0042] Es zelgte sich eine deutliche Verringerung der Menge an Transkript in Gegenwart von sequenzhomologer 
dsRNA Im Vergleich zum Kontrollansatz ohne dsRNA sowie auch zu den Ansatzen mit nicht-sequenzhomologer dsR- 
NA-YFP. Die Posltivkontrolle In Spur 2 zeigt, 6aQt bei der in w/ro-Transkription mit HeLa-Kernextrakt radioaktives Tran- 
skript gebildet wurde. Der Ansatz dient zum Vergleich mit den TranskriptionsansStzen, die in Gegenwart von dsRNA 
Inkublert worden waren. Die Spuren 3 bis 6 zeigen, dal^ die Zugabe von nicht-sequenzspezifischer dsRNA-YFP kelnen 
EinfluH auf die Menge des gebildeten Transkripts hat. Die Spuren 9 bis 1 2 zeigen, dad die Zugabe einer zwischen 1 ,5 
und 3 ^g llegenden Menge sequenzspeziflscher dsRNA-CMV5 zu einer Abnahme der gebildeten Transkript-Menge 
fOhrt. Urn auszuschlle&en, dafl die beobachteten Effekte nicht auf der dsRNA, sondern auf einer mdglichenveise bei 
der Herstellung der dsRNA unabsichtlich mitgefOhrten Kontamination beruhen, wurde eine weitere Kontrolle durchge- 
fOhrt. Einzelstrang-RNA wurde wie oben beschrieben transkribiert und anschliefiend der RNase-Behandlung unterzo- 
gen. Mittels natlver Polyacrylamidgelelektrophorese konnte gezergt werden, daft die ssRNA vollstandig abgebaut wor- 
den war. Dieser Ansatz wurde wie die HybridisierungsansStze einer Phenolextraktion und einer Elhanolfallung unter- 
zogen und anschliefiend In TE-Puffer aufgenommen. Auf diese Weise wurde eine Probe erhalten, die keine RNA 
enlhielt, aber mit den glelchen Enzymen und Puffern behandelt worden war wie die dsRNA. Spur 8 zeigt, dafi der 
Zusatz dieser Probe keinen EInflufi auf die Transkription hatte. Die Abnahme des Transkripts bei Zugabe sequenz- 
speziflscher dsRNA kann deshalb eindeutig der dsRNA selbst zugeschrieben werden. Die Reduzlerung der Transkript- 
Menge eines Gens in Gegenwart von dsRNA bei einem menschllchen Transkriptionssystem zeigt eine Hemmung der 
Expression des entsprechenden Gens an. Dieser Effekt ist auf einen neuartigen, durch die dsRNA bedingten Mecha- 
nismus zuruckzufuhren. 
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AusfQhrungsbetspiel 2: 

[0043] Als Testsystem fur diese in wVo-Experimente diente die murine Fibroblasten-Zellinle NIH3T3, ATCC CRL- 
1658. Mit Hilfe der Mikroinjektion wurde das YFP-Gen in die Zellkerne eingebracht. Die Expression des YFP wurde 
5 unter dem Einflufi gleichzeitig mittransfizierter sequenzhonnologer dsRNA unlersucht. Diese dsRNA-YFP ist Ober eine 
Lange von 315 bp zum 5'-Bereich des YFP-Gens homolog. Die Nukleolidsequenz eines Strangs der dsRNA-YFP isl 
in Sequenzprotokoll Nr. 5 wiedergegeben. Die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte 3 Stunden nach 
Injektion anhand der grun-gelben Fiuoreszenz des gebildeten YFP. 

10 Konstruktion des Matrizenplasmids und Herstellung der dsRNA: 

[0044] Als Matrize fOr die Herstellung der YFP-dsRNA mittels T7- und SP6-/r7 Wfro-Transkriptlon wurde ein Plasmid 
nach dem glelchen Prinzip wie im AusfOhrungsbelsplel 1 beschrieben konstrulert. Das gewUnschte Genfragment wurde 
unter Verwendung des Primers Eco_T7_YFP gemaB Sequenzprotokoll Nr. 6 und 6am_SP6_YFP gemSfi Sequenz- 
15 protokoll Nr. 7 mittels PCR amplifiziert und analog zu der oblgen Beschreibung zur Herstellung der dsRNA verwendet. 
Die erhaltene dsRNA-YFP ist identisch mit der in Ausfuhrungsbeispiel 1 als nicht-sequenzspezrfische Kontrolle ver- 
wendeten dsRNA. 

[0045] Es wurde eine am 3'-Ende der RNA gemaB Sequenzprotokoll Nr. 8 uber eine C18-Linkergruppe chemisch 
mit dem 5'-Ende der komplementaren RNA verknupfte dsRNA (L-dsRNA) hergestellt. Dazu wurden mit Disulfid-Bruk- 

20 ken modifizierte Synlhone verwendet. Das 3'-terminale Synthon ist uber den 3*-Kohlenstoff mit einer aliphatischen 
Linker-Gruppe uber eine DisulfidbrOcke an den festen Trager gebunden. Bei dem zum 3'-terminalen Synthon des einen 
Oligoribonukleotids komplementSren 5'-terminalen Synthon des komplementaren Oligoribonukleotids ist die 5'-Trityl- 
schutzgruppe uber einen weiteren aliphatischen Linker und eine DisulfidbrOcke gebunden. Nach Synthese der beiden 
Einzelstrange, Entfernen der Schutzgruppen und Hybridisierung der komplementaren Oligoribonukleotide gelangen 

25 die entstehenden Thiolgruppen in raumliche Nachbarschaft zueinander. Durch Oxidation werden die Einzelstrange 
uber ihre aliphatischen Linker und eine Disulfidbrucke miteinander verknupft. Anschlieliend erfolgt Reinigung mit Hilfe 
der HPLC. 

Vorbereitung der Zellkulturen: 

30 

[0046] Die Zellen wurden in DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 10 % fOtalem Rinderserum unter 7,5 % C02-Atmosphdre 
bei 37*^0 in Kulturschalen tnkubtert und vor Erreichen der Konfluenz passagiert. Das Abl6sen der Zellen erfolgte. mit 
Trypsin/EDTA. Zur Vorbereitung der Mikroinjektion wurden die Zellen in Petrischalen uberfuhrt und bis zu Bildung von 
Mikrokolonien weiter inkubiert. 

35 

Mikroinjektion: 

[0047] Die Kulturschalen wurde zur Mikroinjektion fur ca. 10 Minuten aus dem Inkubator genommen. Es wurde in 
ca. 60 Zellkerne pro Ansatz innerhalb eines markierten Bereichs unter Verwendung des Mikroinjektionssystems AIS 
40 der Firma Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland einzein injiziert. Anschliefiend wurden die Zellen weitere drei Stunden 
inkubiert. Fur die Mikroinjektion wurden Borostlikat-Glaskapiltaren der Firma Hilgenberg GmbH. Malsfeld, Deutschland 
mit einem Spitzendurchmesser unter 0,5 ^m vorbereitet. Die Mikroinjektion wurde mit einem Mikromanipulator der 
Firma Narishige Scientific Instrument Lab., Tokyo, Japan durchgefOhrt. Die Injektionsdauer betrug 0,8 Sekunden, der 
Druck ca. 100 hPa. Fur die Transfektion wurde das Plasmid pCDNA-YFP venwendet, das ein ca. 800 bp grofies BamHV 
45 EcoRI-Fragment mit dem Gen des YFP im Vektor pcDNA3 enthalt. Die in die Zellkerne injizierten Proben enthielten 
0.01 \igl\i\ pCDNA-YFP sowie an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot in 14 mM NaCI, 3 mM KCl. 10 mM KPO4, pH 
7,5. Zusatzlich wurden ca, 100 pi RNA mit einer Konzentration von 1 ^iM, bzw. 375 ^M im Fall der L-dsRNA, zugegeben. 
[0048] Die Zellen wurden bei Anregung mit Licht der Anregungswelleniange von Texas-Rot, 568 nm, bzw. von YFP, 
488 nm, mittels eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Einzetne Zellen wurden mittels einer digitalen Kamera do- 
so kumentiert. Die Figuren 4 a - e zeigen das Ergebnis fur NIH3T3-Zellen. Bei den in Fig. 4 a gezeigten Zellen ist sen- 
se-YFP-ssRNA, in Fig. 4 b an f/sense-YFP-ss RNA, in Fig. 4 c dsRNA-YFP, in Fig. 4 d keine RNA und in Fig. 4 e L- 
dsRNA injiziert worden. 

[0049] Das jeweils linke Feld zeigt die Fiuoreszenz von Zellen, die mit 568 nm angeregt wurden. Rechts ist die 
Fiuoreszenz derselben Zellen bei Anregung mit 488 nm zu sehen. Die Texas-Rot-Fluoreszenz aller dargestellten Zellen 
55 zeigt, dafl die Injektionsldsung erfolgreich in die Zellkerne appliziert wurde und getroffene Zellen nach drei Stunden 
noch lebendig waren. Abgestorbene Zellen zeigten keine Texas-Rot-Fluoreszenz mehr. 

[0050] Die jeweils rechten Felder der Figuren 4 a und 4 b zeigen, dali die Expression des YFP bei Injektion der 
einzelstrdngigen RNA in die Zellkerne nicht sichtbar inhibiert wurde. Das rechte Feid der Fig. 4 c zeigt Zellen, deren 
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YFP-F!uoreszenz nach Injektion von dsRNA-YFP nicht mehr nachweisbar war. Fig. 4 d zeigt als Kontrolle Zellen, in 
die keine RNA injiziert worden war. Die in Fig. 4 e dargestellte Zelle zeigt durch die Injektion der L-dsRNA, die zum 
YFP-Gen sequenzhomologe Bereiche aufweist, eine nicht mehr nachweisbare YFP-Fluoreszenz. Dieses Ergebnis 
belegt, daft auch kurzere dsRNAs zur spezifischen Inhibition der Genexpression bei SSugern verwendet werden kon- 
5 nen, wenn die DoppeistrSnge durch chemische Verknupfung der Einzelstrdnge stabilisiert werden. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

[0052] 

10 

<110> Kreutzer Dr., Roland 
Limmer Dr., Stephan 

<120> Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 
<130> 400968 
15 <140> 
<141> 

<150> 199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 
<150> 199 56 568.6 
20 <151> 1999-11-24 

<160> 8 

<170> Patentin Ver. 2.1 
<210> 1 
<211>45 
25 <212>DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-Polymerasepromotor 
<400> 1 

30 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagatctct agaag 45 

<210> 2 
35 <211>50 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
40 BamHI-Schnittstelle, SP6-RNA-Polymerasepromotor 

<400> 2 



gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata 50 

45 ■ 

<210>3 
<211>340 
<212> RNA 
50 <21 3> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA" des HeLaS- 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Fimna Promega entspricht 
<400> 3 

55 
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ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu uuaucacagu. uaaauugcua acgcagucag 60 
gcaccgugua ugaaaucuaa. caaugcgcuc aucgucaucc ucggcaccgu cacccuggau 120 
gcuguaggca uaggciiuggu uaugccggua cugccgggcc ucuugcggga uaucgyccau 180 
uccgacagca. ucgccaguca cuauggcgug cugcuagcgc uauaugcguu gaugcaauuu 240 
cuaugcgcac ccguucucgg agcacugucc gaccgcuuug gccgccgccc aguccugcuc 300 
gcuucgcuac uuggagccac uaucgacuac gcgaucaugg 340 



<210>4 
<211>363 
<212> DNA 

<213> KOnsUiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunsllichen Sequenz: DNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA" des HeLaS- 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 
<400> 4 

tcagatctct agaagcttta acgcggtagt ttatcacagt taaattgcta acgcagtcag 60 



gcaccgcgta tgaaatctaa caatgcgctc atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
gctgtaggca taggcttggt tatgccggta ctgccgggcc tcttgcggga tatcgtccat 180 
tccgacagca tcgccagtca ctatggcgtg ctgctagcigrc tatatgcgtt gatgcaattt 240 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc gaccgctttg gccgccgccc agtcctgctc 300 
gcttcgctac ttggagccac tatcgactac gcgatcatgg cgaccacacc cgtcctgtgg 360 
ate 353 

<210> 5 
<211>315 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz aus dem YFP-Gen 
<400> 5 

auggugagca.^agggcgagga';gcuguucacc gggguggugc ccauccuggu cgagcuggac 60 
ggcgacguaa 'acggccacaa guucagcgug' uccggcgagg gcgagggcga ugccaccuac 120 
ggcaagcuga cccugaaguu caucugcacc accggcaagc ugcccgugcc cuggcccacc 180 
cucgugacca.. cccugaccua - cggcgugcag ugcuucagcc gcuaccccga cicacaugaag 240 
cagbacgacu ucuucaaguc cgccaugccc gaaggcuacg uccaggagcg caccauciiuc 300 
uucaaggacg acggc 315 

■ " * • 

<210> 6 
<211> 52 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-Polymerasepromotor, komplemen- 
tSrer Bereich zum YFP-Gen 
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ggaattctaa tacgactcac tatagggcga atggtgagca agggcgagga gc 52 

<210>7 
<211>53 
<212> DNA 

<213> Kunstllche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kOnstllchen Sequenz: BamHI-Schnlttstelle, SP6-RNA-Polymerasepromotor, komplemen- 
tarer Berelch zum YFP-Gen 
<400> 7 

gggatccatt taggtgacac tatagaatac gccgtcgtcc ttgaagaaga tgg* 53 

• ■ » • • , 

<210> 8 
<211>21 
<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: RNA, die einer Sequenz aus dem YFP-Gen entspricht 
<400> 8 



ucgagcugga cggcgacgua a 



PatentansprOche 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle in vitro, wobei ein Oligorlbo- 
nukleotid von aus zwei separaten RNA-EinzelstrSngen gebildeter doppelstrSngiger Struktur (dsRNA) in die Zelle 
eingefuhrt wird, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen komplementaren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

der komplementare Bereich weniger ais 25 aufeinanderfolgende Nukleottdpaare aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, eingeschloasen 
wird. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die dsRNA in virale natOrliche Kapslde Oder in auf 
chemlschem oder enzymatischem Weg hergestellte kOnstliche Kapslde Oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das Zielgen In eukaryontischen Zellen exprimlert 
wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahit 
ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche. wobei das zielgen in pathogenen Organismen, vorzugs- 
weise in Plasmodien, exprimiert wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das zielgen Bestandteil eines virus oder Viroids ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Virus oder Virold ein tier- Oder pflanzenpathogenes Virus Oder Viroid ist. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausge- 
bildet ist. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Enden der dsRNA modifiziert werden, urn einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrdnge entgegenzuwirken. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei der durch die komplementSren Nukleotldpaare be- 
wirkte Zusammenhalt der doppelstrdngigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemi- 
sche VerknOpfung/en erhdht wird. 

13. verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente 
Oder ionische Bindung, eine WasserstoffbrOckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
WaalS' Oder Stapetungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische verknupfung an mindestens einem, 
vorzugsweise an beiden, Enden der doppelstrSngigen Struktur hergestellt wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder meh? 
rerer Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-{oxyphosphinicooxy- 
1 ,3-propandiol)- und/oder Polyelhylenglycol-Ketten sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelst- 
rangigen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelst- 
rdngige Struktur eingefOhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelst- 
rdngigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet wird. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung min- 
destenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird. Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- 
(2-chlorelhyl) -amin; N-acetyl-N'- (p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei. die chemische VerknOpfung durch an den Enden 
der doppelstrangigen Struktur angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet wird. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. . 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide 
der dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- Oder 
eine 2'-Methylgruppe; ersetzt ist. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem 
Strang der doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-G-Methy- 
lenbrucke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales HOIIprotein gebunden, damit assoziiert 
Oder davon umgeben wird. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das HOIIprotein vom Polyomavlrus abgeleitet ist. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das HOIIprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder- 
das Virus-Protein 2 {VP2) des Polyomavlrus enthSlt. 



12 



EP1 144 623 B9 (W1B1) 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei bei Bildung eines Kapsids Oder kapsidartigen Ge- 
bildes aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids Oder kapsidartigen Geblldes gewandt ist. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei ein Strang der dsRNA zum primSren Oder prozes- 
sierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle Oder eine mensch- 
liche Zelle ist. 

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei mlndestens zwei voneinander verschiedene dsR- 
NAs in die Zelle eingefOhrt werden. wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementSr zu 
jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

32. Medikament mit mindestens einem Oligorlbonukleotid von doppelstrangrger aus zwei separaten RNA-Einzelstran- 
gen gebildeter Struklur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang 
der dsRNA einen zum Zlelgen komplementaren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplementare Bereich wenlger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

33. IVIedlkament nach Anspruch 32, wobei die dsRNA verpackt in micellare Strukturen. vorzugsweise In Liposomen, 
vorliegt. 

34. Medikament nach einem der AnsprOche 32 oder 33, wobei die dsRNA in virale natOrliche Kapside oder In auf 
chemischem oder enzymatlschem Weg hergestellte kOnstllche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen ist. 

35. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 34, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

36. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 35, wobei das Zlelgen aus der folgenden Gaippe ausgewahit ist: 
Onkogen, cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

37. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 36. wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodlen, exprimierbar ist. 

38. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 37, wobei das zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

39. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid Ist. 

40. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus Oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist. 

41. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 40, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
Ist. 

42. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 40, wobei die Enden der dsRNA modifiziert werden. um einem 
Abbau in der Zelle oder einer DIssoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

43. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 42, wobei der durch die komplementSren Nukleotidpaare bewlrkte 
Zusammenhalt der doppelstranglgen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Ver- 
knupfung/en erhoht wird. * 

44. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 43, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente Oder 
ionische Bindung, eine Wasserstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwlrkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metatl-lonenkoordinatlon gebildet wird. 

45. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 44, wobei die chemische VerknOpfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden der doppelstrSngigen Struktur hergestellt wird. 
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46. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 45, wobei die chemische VerknOpfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgmppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphlnicooxy-1,3-pro- 
pandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

47. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 46, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstrangi- 
gen Struktur anstelte von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

48. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 47, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelstrdnglge 
Struktur eingeschaltete Azabenzolelnheiten gebildet Ist. 

49. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 48, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstrangi- 
gen Struktur anstelle von Nukleotlden benutzten verzwelgten Nukleotidanaloga gebildet ist. 

50. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 49, wobei zur Herstellung der chemischen VerknOpfung mindeste- 
^5 nes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlore- 

thyl)-amin; N-acetyl-N--(pglyoxyI-benzoyI)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

51. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 50, wobei die chemische VerknOpfung durch an den Enden der 
doppelstrangigen Struktur vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

20 

52. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 51, wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der doppel- 
strangigen Struktur vorgesehene Tripelhelix-Bindungen sind. 

53. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 52, wobei mindestens etne 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotlde der 
25 dsRNA In der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2*-Amlno- oder eine 

2-Methylgruppe. ersetzt Ist. 

54. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 53, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang 
der doppelstrangigen struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Methylenbruk- 

30 ke, chemisch modiflzlerten Zuckerring ist. 

55. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 54, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben ist. 

35 

56. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 55, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleilet ist. 

57. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 56, wobei das Nonprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthSlt. 

40 

58. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 57, wobei bei Biidung eines Kapslds Oder kapsidartigen Gebildes 
aus dem HOIiprotein die eine Selte zum Inneren des Kapslds oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

59. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 58, wobei ein Strang der dsRNA zum primaren oder prozessierten | 
45 RNA-Transkrlpt des Zielgens komplementar ist. 

60. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 59, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 

50 61. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 60, wobei darin mindestens zwei voneinander verschiedene dsR- 

NAs enthalten sind, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jewells einem | 
von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 



55 



62. Medikament nach Anspruch 61 , wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

63. Wirkstoff mit mindestens einem Oligoribonukleotid von doppelstrSngiger aus zwei separaten RNA-ElnzelstrSngen 
gebildeter Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA einen zum zlelgen komplementSren Bereich aufweist, und wobei das Zielgen Bestandteil eines pflanzen- 
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pathogenen Virus Oder Viroids ist, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

der komptementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfotgende Nukleotidpaare aufweist. 
5 64. Wirkstoff nach Anspruch 63, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zelien exprimlerbar ist. 

65. Wirkstoff nach Anspruch 63 Oder 64, wobei die dsRNA abschnittsweise doppeistrdngig ausgebildet ist. 

66. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 65, wobei die Enden der dsRNA modifiziert worden. urn einem Abbau | 
10 in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrdnge entgegenzuwirken. 

67. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 66, wobei der durch die komplemenlSren Nukleotidpaare bewirkte 
Zusammenhalt der doppeistrSngigen Struktur durch nrilndestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Ver- 
knupfung/en erhdht wird. 

15 

68. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 67. wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine Wasserstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet wird. 

20 69. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 69, wobei die chemische Verknupfung an mindestens einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestetit wird. 

70. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 69, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1 .3-pro- 

2S pandiol)-und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

71 . Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 70, wobei, die chemische Verknupfung durch in der doppelstrangigen 
Struktur anstelte von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

30 72. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 71, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelstrangige 
Struktur eingeschaltete Azabenzoteinheiten gebildet ist. 

73. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 72, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelstrangigen 
Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet ist. 

35 

74. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 73, wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)- 
amin; N-acetyl-N-(pglyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

40 75. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 74, wobei die chemische VerknOpfung durch an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

76. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 75, wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der doppelstran- 
gigen Struktur vorgesehene Tripelheltx-Bindungen sind. 

45 

77. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 76, wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide der dsR- 
NA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- oder eine 2'- 
Methylgruppe, ersetzt ist. 

50 78. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 77, wobei mindestens ein Nukleotid In mindestens einem Strang der 
doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vor-. zugsweise durch eine 2'-0. 4 -C-Methylenbruk- 
ke. chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

79. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 78, wobei ein Strang der dsRNA zum primSren oder prozessierten 
55 RNA-Transkript des Zielgens komplementdr ist. 

80. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 79, wobei darin mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
enthalten sind, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementdr zu jeweils einem von 
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mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

81. Verwendung eines Oligoribonukleotids von doppelstrangiger aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter 
Struktur-(dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments oder Wirkstoffs zur Hennmung der Expression eines vorge- 
gebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen konDplementaren Bereich aufweisl, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplenientare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist 

82. Verwendung nach Anspruch 81. wobei die dsRNA verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, 
voriiegt. 

83. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 Oder 82. wobei die dsRNA in virale natOrliche Kapside Oder in auf 
chemischenfi Oder enzymatischem Weg hergestellte kOnstliche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schtossen ist. 

84. Venvendung nach einem der AnsprQche 81 bis 83, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

85. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 84, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewdhit ist: 
Onkogen, Cytokin-Gen. Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

86. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 85, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimierbar ist. 

87. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 86, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus Oder Viroids ist. 

88. Verwendung nach Anspruch 87, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

89. Venvendung nach Anspruch 87, wobei das Virus Oder Viroid ein tier- oder pflanzenpalhogenes Virus oder Viroid ist. 

90. VenA/endung nach einem der AnsprOche 81 bis 89, wobei die dsRNA abschnittsweise doppetstrdngig ausgebildet 
ist. 

91. Venwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 90, wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, um einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelgtrange entgegenzuwirken. 

92. Venvendung nach einem der Anspruche 81 bis 91, wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknupfung/en 
erhoht ist. 

93. Venvendung nach einem der Anspruche 81 bis 92. wobei die chemische VerknOpfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine Wasserstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Stapeiungswechselwirkungen, oder durch Metall-tonenko-ordination gebildet ist. 

94. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 93, wobei die chemische VerknOpfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt ist. 

95. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 94, wobei die chemische VerknOpfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1 ,3-pro- 
pandiol)- und/oder Polyethytenglycol-Ketten sind. 

96. Venvendung nach einem der Anspruche 81 bis 95, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstran- 
gigen Struktur anslelle von Purinen benulzten Purinanaloga gebildet ist. 

97. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 96, wobei die chemische VerknOpfung durch in die doppelstrangi- 
gen Struktur eingefOhrte Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

98. Venvendung nach einem der Anspruche 81 bis 97, wobei die chemische VerknOpfung durch in der doppelstran- 
gigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzten verzweigten Nukleotidanaloga gebildet ist. 
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99. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 98, wobei zur Herstellung der chemischen VerknOpfung mindeste- 
nes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktlonelle Gruppen, vorzugsweise Bis- {2-chlo- 
relhyl) -amin; N-acetyl-N'- (p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

100. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 99. wobei die chemische VerknOpfung durch an den Enden der 
doppelstrangigen Struktur angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildel 1st. 

101. Venwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 100, wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 

102. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 101 , wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA In der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- Oder eine 
2'-Methylgruppe, ersetzt ist. 

103. Venwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 102. wobei mindestens ein Nukleotid In mindestens einem Strang 
der doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem. vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Methylenbruk- 
ke, chemisch modifizlerten Zuckerring ist. 

104. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 103, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben ist. 

105. VenA/endung nach einem der AnsprOche 81 bis 104, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

lOe.Venwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 105, wobei das HQIIprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

107.Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 106. wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsldartigen Gebildes 
BUS dem HQIIprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsldartigen Gebildes gewandt ist. 

lOS.Venvendung nach einem der AnsprOche 81 bis 107, wobei ein Strang derdsRNAzum primSrenoder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

lOS.Venwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 108, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zeile Ist. 

110. Venwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 109, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
verwendet werden. wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von 
mindestens zwei verachiedenen Zielgenen ist. 

111. Verwendung nach Anspruch 110, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

112. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 111, wobei das Medikament in die Blutbahn oder das Interstitlum 
des zu therapierenden Organismus injizierbar ist. 

113. Verwendung nach einem der AnsprOche 81 bis 112. wobei die dsRNA In Bakterien oder Mikroorganismen aufge- 
nommen ist. 

114. Verwendung eines Vektors zur Kodierung mindestens eines Oligoribonukleotids von doppelstrangiger aus zwei 
separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter Struktur (dsRNA) zur Herstellung eines Medlkaments oder Wirkstoffs 
zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen 
komplementSren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

11 5. Verwendung nach Anspruch 114, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 
lie.Venwendung nach Anspruch 114 oder 115, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahit ist: Onkogen, 
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Cytokln-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

1 1 7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 1 4 bis 1 1 6, wobei das Zielgen in pathogenen Organlsmen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimierbar ist. 

118. Verwendung nach einem der AnsprOche 114 bis 117, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus Oder Virotds Ist. 

119. Verwendung nach Anspruch 118, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus Oder Viroid ist. 

120. Venvendung nach Anspruch 118, wobei das Virus oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus Oder Viroid 
Ist. 

121. VenAfendung nach einem der Ansprtiche 114 bis 120, wobei die dsRNA abschnlttsweise doppelstrdngig ausgebil- 
det ist. 

122. Verwendung nach einem der Anspruche 114 bis 121, wobei ein Strang der dsRNAzum primaren oder prozessier- 
ten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

123. Venwendung nach einem der Anspruche 114 bis 122, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelte ist. 

124. Venwendung nach einem der Anspruche 114 bis 123, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
verwendet werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnlttsweise komplementdr zu jeweils einem von 
mindestens zwel verschiedenen Zielgenen ist. 

125. Verwendung nach Anspruch 124, wobei eInes derZielgene das PKR-Gen Ist. 
Claims 

1. Method for Inhibiting the expression of a given target gene In a cell In vitro, where an ollgoribonucleotide with 
double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate RNA single strands is introduced into the cell, where 
one strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

2. Method according to claim 1, where the dsRNA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

3. Method according to either of the preceding claims, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymatlcally produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

4. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is expressed In eukaryotic cells. 

5. Method according to one of the preceding claims, where the target gene Is selected from the following group: 
oncogene, cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

6. Method according to one of the preceding claims, where the target gene Is expressed in pathogenic organisms, 
preferably in ptasmodia. 

7. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is part of a virus or viroid. 

8. Method according to claim 7, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

9. Method according to claim 7, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

10. Method according to one of the preceding claims, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 
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1 1 . Method according to one of the preceding claims, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

12. Method according to one of the preceding claims, where the cohesion of the double-stranded structure, which is 
caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage 
(s). 

13. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking Interactions, or by metal- 
ion coordination. 

14. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage Is generated at at least one, preferably 
both, ends of the doubie-stranded structure. 

15. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

16. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by purine analogs used 
in the double-stranded structure in pJace of purines. 

17. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
introduced into the double-stranded structure. . 

18. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used In the double-stranded structure In place of nucleotides. 

19. Method according to one of the preceding claims, where at least one of the following groups Is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amlne; N-acetyI-N'-{p-gly- 
oxylbenzoyl)cystamlne; 4-thiouracil; psoralene. 

20. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

21. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage at the ends of the double-stranded 
structure is formed by triple-helix bonds. 

22. Method according to one of the preceding claims, where at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of the 
dsRNA in the double-stranded structure Is replaced by a chemical group, preferably a 2'-amino or a 2*-methyl group. 

23. Method according to one of the preceding claims, where at least one nucleotide In at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which Is chemically modified, preferably by a 2'-0, 4'-C- 
methytene bridge. 

24. Method according to one of the preceding claims, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded 
by, at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthet- 
ically. 

25. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein is derived from polyomavirus. 

26. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein contains the polyomavirus virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2). 

27. Method according to one of the preceding claims, where, when a capsid or capsid-type structure is formed from 
the coat protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

28. Method according to one of the preceding claims, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 
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29. Method according to one of the preceding claims, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

30. Method according to one of the preceding claims, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
introduced into the cell, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case 
one of at least two different target genes. 

31. Method according to one of the preceding claims, where one of the target genes is the PKR gene. 

32. Medicament with at least one oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsRNA) fonned by two separate 
RNA single strands for inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has a 
region which is complementary to the target gene, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

33. Medicament according to claim 32, where the dsRNA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

34. Medicament according to either of claims 32 or 33, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

35. Medicament according to one. of claims 32 to 34, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

36. Medicament according to one of claims 32 to 35, where the target gene is selected from the following group: 
oncogene, cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

37. Medicament according to one of claims 32 to 36, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, 
preferably in Plasmodia. 

38. Medicament according to one of claims 32 to 37, where the target gene is part of a virus or viroid. 

39. Medicament according to claim 38, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

40. Medicament according to claim 38, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals. 

41. Medicament according to one of claims 32 to 40, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

42. Medicament according to one of claims 32 to 40, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

43. Medicament according to one of claims 32 to 42, where the cohesion of the double-stranded structure, which is 
caused by the complementary nucleotide pairs, Is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage 
(s). 

44. Medicament according to one of claims 32 to 43, where the chemical linkage Is formed by a covalent or ionic bond, 
a hydrogen bond, hydrophobic Interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal-ion 
coordination. 

45. Medicament according to one of claims 32 to 44, where the chemical linkage is generated at at least one, preferably 
both, ends of the double-stranded structure. 

46. Medicament according to one of claims 32 to 45, where the chemical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

47. Medicament according to one of claims 32 to 46, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in 
the double-stranded structure in place of purines. 

48. Medicament according to one of claims 32 to 47, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
inserted into the double-stranded structure. 
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49. Medicament according to one of claims 32 to 48, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

50. Medicament according to one of claims 32 to 49, where at least one of the following groups is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N '-(p-gly- 
oxylbenzoyl) - cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

51. Medicament according to one of claims 32 to 50, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

52. Medicament according to one of claims 32 to 51, where the chemical linkage are [sic] triple-helix bonds provided 
at the ends of the double-stranded structure. 

53. Medicament according to one of claims 32 to 52, where at least one 2'-hydroxyl group of .the nucleotides of the 
dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2 -amino or a 2'-methyi group. 

54. Medicament according to one of claims 32 to 53, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2'-0, 4'-C- 
methylene bridge. 

55. Medicament according to one of claims 32 to 54, where the dsRNA is bound to. associated with or surrounded by, 
at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthetically. 

56. Medicament according to one of claims 32 to 55, where the coat protein is derived from the polyomavirus. 

57. Medicament according to one of claims 32 to 56, where the coat protein contains the polyomavirus virus protein 
1 (VP1 ) and/or virus protein 2 (VP2). 

58. Medicament according to one of claims 32 to 57, where, when a capsid or capsid-type structure is formed from 
the coat protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

59. Medicament according to one of claims 32 to 58, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 

60. Medicament according to one of claims 32 to 59, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

61. Medicament according to one of claims 32 to 60, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
contained in the medicament, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each 
case one of at least two different target genes. 

62. Medicament according to claim 61, where one of the target genes is the PKR gene. 

63. Active ingredient with at least one oligoribonucleotide with double-stranded structure (dsRNA) formed by two sep- 
arate RNA single strands for inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has 
a region which is complementary to the target gene, and where the target gene is part of a phytopathogenic virus 
or viroid, 

characterized In that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

64. Active ingredient according to claim 63, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

65. Active ingredient according to claim 63 or 64, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

66. Active ingredient according to one of claims 63 to 65, where the ends of the dsRNA are modified in order to 
counteract degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

67. Active ingredient according to one of claims 63 to 66, where the cohesion of the double-stranded structure, which 
is caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical 
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tinkage(s). 

68. Active ingredient according to one of claims 63 to 67, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal- 

5 Ion coordination. 

69. Active ingredient according to one of claims 63 to 68, where the chemical linkage Is generated at at least one. 
preferably both, ends of the double-stranded structure. 

10 70. Active Ingredient according to one of claims 63 to 69, where the chemical linkage is formed by means of one or 
more compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinlcooxy-1,3-propanediot) and/or 
polyethylene glycol chains. 

71. Active ingredient according to one of claims 63 to 70. where the chemical linkage is formed by purine analogs 
15 used In the double-stranded structure In place of purines. 

72. Active Ingredient according to one of claims 63 to 71, where the chemical linkage Is formed by azabenzene units 

inserted into the double-stranded structure. 

20 73. Active ingredient according to one of claims 63 to 72, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

74. Active ingredient according to one of claims 63 to 73, where at least one of the following groups is used for gen- 
erating the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyi)amine; N- 

25 acetyl-N'-(p-glyoxylbenzoyi)cystamlne; 4-thiouracil; psoralene. 

75. Active ingredient according to one of claims 63 to 74, where the chemical linkage is fonmed by thiophosphory) 
groups provided at the ends of the double-stranded structure. 

30 76. Active Ingredient according to one of claims 63 to 75, where the chemical linkage are triple-helix bonds provided 
at the ends of the double-stranded structure. 

77. Active ingredient according to one of claims 63 to 76, where at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of 
the dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2'-amino or a 2'-methyl 

35 group. 

78. Active ingredient according to one of claims 63 to 77, where at least one nucleotides at least one strand of the 
double-stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 
2-0, 4'-C-methyIene bridge. 

40 

79. Active ingredient according to one of claims 63 to 78, where one strand of the dsRNA is complementary to the 
primary or processed RNA transcript of the target gene. 

80. Active ingredient according to one of claims 63 to 79, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
45 contained in the active ingredient, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to 

in each case one of at least two different target genes. 

81 . Use of an oligoribonucleotlde with double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate RNA single strands- 
for preparing a medicament or active ingredient for inhibiting the expression of a given target gene, where one 

50 strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

82. Use according to claim 81, where the dsENA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

55 

83. Use according to either of claims 81 or 82, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by chemically 
or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 
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84. Use according to one of claims 81 to 83, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

85. Use according to one of claims 81 to 84, where the target gene is selected from the following group: oncogene, 
cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

86. Use according to one of claims 81 to 85, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, pref- 
erably in Plasmodia. 

87. Use according to one of claims 81 to 86, where the target gene is part of a virus or viroid. 

88. Use according to claim 87, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

89. Use according to claim 87, where the virus or viroid is a virus or viroid which Is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

90. Use according to one of claims 81 to 89, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

91. Use according to one of claims 81 to 90, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract degra- 
dation in the cell or dissociation into the single strands. 

92. Use according to one of claims 81 to 91, where the cohesion of the double-stranded structure, which is caused 
by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage(s). 

93. Use according to one of claims 81 to 92, where the chemical linkage is formed by a covalent or Ionic bond, a 
hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal-ion co- 
ordination. 

94. Use according to one of claims 81 to 93. where the chemical linkage is generated at at least one. preferably both, 
ends of the double-stranded structure. 

95. Use according to one of claims 81 to 94, where the chemical linkage is formed by means of one or more compound 
groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphlnicooxy-1 ,3-propanedio}) and/or polyethylene gly- 
col chains. 

96. Use according to one of claims 81 to 95, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in the 
double-stranded structure in place of purines. 

97. Use according to one of claims 81 to 96, where the chemical linkage is fonned by azabenzene units introduced 
into the double-stranded structure. 

98. Use according to one of claims 81 to 97. where the chemical linkage is formed by branched nucleotide analogs 
used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

99. Use according to one of claims 81 to 98, where at least one of the following groups is used for generating the 
chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amlne; N-acetyl-N'-(p-glyoxy- 
lbenzoyl)-cystamlne; 4-thiouracil; psoralene. 

100. Use according to one of claims 81 to 99, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups attached 
to the ends of the double-stranded structure. 

101. Use according to one of claims 81 to 100, where the chemical linkage at the ends of the double-stranded structure 
is formed by triple-helix bonds. 

102. Use according to one of claims 81 to 101, where at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of the dsRNA 
in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2 -amino or a 2'-methyl group. 

103. Use according to one of claims 81 to 102, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2-0, 4'-C- 
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methylene bridge. 

104. Use according to one of claims 81 to 103, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, at least 
one viral coat protein which originates from a virus. Is derived therefrom or has been prepared synthetically. 

105. Use according to one of claims 81 to 104, where the coat protein is derived from polyomavlrus. 

lOG.Use according to one of claims 81 to 105, where the coat protein contains the polyomavlrus virus protein 1 (VP1 ) 
and/or virus protein 2 (VP2). 

107,Use according to one of claims 81 to 106, where, when a capsid or capsid-type structure Is fomfied from the coat 
protein, one side faces the Interior of the capsid or capsid-type structure. 

lOS.Use according to one of claims 81 to 107, where one strand of the dsRNA Is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. 

109. Use according to one of claims 81 to 108, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

110. Use according to one of claims 81 to 1 09, where at feast two dsRNAs which differ from each other are used, where 
at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two different 
target genes. 

111. Use according to claim 110, where one of the target genes is the PKR gene. 

112. Use according to one of claims 81 to 111, where the medicament is injectable Into the bloodstream or into the 
Interstitlum of the organism to undergo therapy. 

113. Use according to one of claims 81 to 112, where the dsRNA is taken up into bacteria or microorganisms. 

114. Use of a vector for coding at least one oligoribonucleotlde with double-stranded structure (dsBNA) formed by two 
separate RNA single strands for preparing a medicament or active Ingredient for inhibiting the expression of a 
given target gene, where one strand of the dsRNA has a region which Is complementary to the target gene, 
characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs, 

115. Use according to claim 114, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

lie.Use according to claim 114 or 115, where the target gene Is selected from the following group: oncogene, cytokin 
gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

117. Use according to one of claims 114 to 116, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, 
preferably In Plasmodia. 

118. Use according to one of claims 114 to 117, where the target gene is part of a virus or viroid. 

119. Use according to claim 118, where the virus is a virus or viroid which Is pathogenic for humans. 

120. Use according to claim 118, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

121. Use according to one of claims 114 to 120, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

122. Use according to one of claims 114 to 121. where one strand of the dsRNA Is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. 

123. Use according to one of claims 114 to 122, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

124. Use according to one of claims 114 to 123, where at least two dsRNAs which differ from each other are used, 
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where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two 
different target genes. 

125.Use according to claim 125, where one of the target genes is the PKR gene. 



Revendications 

1. Proc6d6 d'inhibition de {'expression d'un gene cible donn6 dans une cellule In vitro, dans lequel un oligorlbonu- 
cl6otide d'une structure double brin (ARNdb) form6e de deux ARN simple brin s6par6s est Introduit dans ia cellule, 
un brin de TARNdb pr^sentant une region compl^mentaire du gdne cibte, 

caract6rls6 en ce que 

la region compl^mentaire pr6sente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

2. Proc6d6 selon la revendicatlon 1 , dans lequel I'ARNdb est incorpor6 dans des structures micellarres, de pr6f6rence 
dans des liposomes. 

3. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6dentes, dans lequel I'ARNdb est incorpor6 dans des capsides natu- 
relles virales ou dans des capsides artificielles, pr6par6es par voie chimique ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en d6rivant. 

4. Proc6d6 selon i'une des revendications prec^dentes, dans lequel le gdne cible est exprim6 dans des cellules 
eucaryotes. 

5. Proc6d6 selon I'une des revendications prec6dentes, dans lequel le g§ne cible est s6lectionn6 parmi le groupe 
suivanl: oncogene. g6ne de cytokine, g6ne d'Id-prol6ine. gene de d6veloppement, gene de prion. 

6. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6dentes, dans lequel le g^ne cible est exprim6 dans des organismes 
pathog^nes, de preference dans des plasmodies. 

7. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6denles, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d*un viroTde. 

8. Procede selon la revendication 7, dans lequel le vims est un virus ou un viroide pathogene humain. 

9. Procede selon la revendication 7, dans lequel le virus ou le viroide est un virus ou un viroide pathogene animal 
ou vegetal. 

10. Proced6 selon I'une des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

11. Proc6d6 selon I'une des revendications prec6dentes, dans lequel les extr6mltes de I'ARNdb sont modlfi6es pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

12. Proc6de selon Tune des revendications pr6c6dentes, dans lequel la cohesion de la staiclure double brin, occa- 
sionnee par les paires de nucleotides compl6menlaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 
(s) naison(s) chimique(s). 

13. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metaldque. 

14. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel ia liaison chimique est r6alisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux extremites de la structure double brin. 

15. Precede selon Tune des revendications pr6c6dentes. dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un 
ou de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chalnes poly-(oxyphosphinlco- 
oxy-1,3-propanediol)- et/ou poly6thyleneglycol. 
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16. Proc6d6 selon Tune des revendications prec6dentes, dans lequel la liaison chimique estform6e pardes analogues 
de purine utilises ^ la place de la purine dans la structure double brin. 

17. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6dentes, dans lequel la liaison chimique est fornn6e par des motifs 
azabenz^ne introduits dans la structure double brin. 

18. Proc6de selon Tune des revendications pr^c^dentes. dans lequel la liaison chimique est form^e pardes analogues 
nucl6otidiques ramifies utilises d la place de nucleotides dans la structure double brin. 

19. Precede selon Tune des revendications pr^c^dentes, dans lequel on utilise au moins un des groupes sutvants 
pour former la liaison chimique : bleu de m6thyl6ne ; groupes bifonctionnels, de pr6f6rence une bis-(2-chloro6thyl) 
amine ; N-ac6tyl-N -(p-glyoxyl-benzoyl)-cyslamine; 4-thiouracile ; psoraldne. 

20. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6dentes, dans lequel la liaison chimique est form6e par des groupes 
thiophosphoryle appHqu6s au niveau des extr6mit6s de la structure double brin. 

21. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6dentes, dans lequel la liaison chimique est formee au niveau des 
extr^mites de ta structure double brin par des liaisons en triple h^llce. 

22. Proced6 selon Tune des revendications pr6c6dentes, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplac6 dans la structure double brin par un groupe chimique. de preference un groupe 2'-amino- 
ou 2'-methyle. 

23. Precede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
la structure double brin est un "nucleotide ferme" pr6sentanl un cycle sucre modifi6 chimlquement, de preference 
par un pont 2*-0,4 -C-methyiene. 

24. Precede selon Tune des revendications pr6cedentes, dans lequel I'ARNdb est lie associe e ou entoure par au 
moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, deriv6e de celui-ci ou fabriqu6e par voie synthetique. 

25. Precede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel ta proteine enveloppe est derivee d'un polyo- 
mavirus. 

26. Precede selon Tune des revendications prec6dentes, dans lequel la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

27. Precede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel, lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside a partir de la proteine enveloppe, un cote est tourne vers I'interieur de la capside ou de 
la structure de type capside. 

28. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN prima ire ou traite du gene cible. 

29. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la cellule est une cellule de vertebre ou une 
cellule humaine. 

30. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel au moins deux ARNdb diff6rents I'un de I'autre 
sont introduits dans la cellule, un brin de cheque ARNdb 6tant compiementaire au moins sur certaines portions 
ou segments de respectivement un d'au moins deux genes clbles differents. 

31. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 

32. Medicament comportant au moins un oligoribonucieotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux 
ARN simple brin separes, destine e inhiber I'expression d'un g6ne cible donn6, un brin de I'ARNdb presentant une 
region compiementaire du gene cible, 

caracterise en ce que 

la region compiementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 
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33. Medicament selon la revendicallon 32. dans lequel I'ARNdb est empaquet6 dans des structures micellaires. de 
pr6f6rence des liposomes. 

34. Medicament selon I'une des revendications 32 ou 33, dans lequel I'ARNdb est incorpor^ dans des capsides na- 
turelles virales ou dans des capsides artificielles, pr^par^es par voie chimique ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

35. Medicament selon t'une des revendications 32 d 34, dans lequel le gene cible peut Stre exprim^ dans des cellules 
eucaryotes. 

36. Medicament selon Tuns des revendications 32 d 35, dans lequel le gene cible est setectionne parmi le groupe 
suivant : oncogene, gene de cytokine, gene d'Id-proteine, gene de developpement, gene de prion. 

37. Medicament selon Tune des revendications 32 e 36, dans lequel le gene cible peut §tre exprime dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

38. Medicament selon I'une des revendications 32 e 37, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroide. 

39. Medicament selon la revendication 38, dans iequel le virus est un virus ou un viroide pathogene humain. 

40. Medicament selon la revendication 38, dans lequel le virus ou le viroide est un virus ou un viroide pathogene animal. 

41. Medicament selon Tune des revendications 32 d 40. dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

42. Medicament selon I'une des revendications 32 e 40, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

43. Medicament selon I'une des revendications 32 e 42, dans lequel la cohesion de la structure double brin, occasion- 
nee par les paires de nucleotides compiementaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 
(s) iiaison(s) chimique(s). 

44. Medicament selon I'une des revendications 32 e 43, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

45. Medicament seton I'une des revendications 32 e 44, dans lequel la liaison chimique est reatisee au niveau d'au 
moins une. de preference au niveau des deux, extremites de la structure double brin. 

46. Medicament selon I'une des revendications 32 e 45, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un ou 
de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chafnes poly-(oxyphosphinico- 
oxy-1,3-propanedlol)- et/ou polyethyieneglycol. 

47. Medicament selon I'une des revendications 32 e 46, dans lequel (a liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises e la place de la purine dans la structure double brin. 

48. Medicament selon I'une des revendications 32 e 47, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

49. Medicament selon Tune des revendications 32 ^ 48, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nucieotidiques ramifies utilises e la place de nucleotides dans la structure double brin. 

50. Medicament selon I'une des revendications 32 e 49, dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-chloroethyl) 
amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouracile; psoraiene. 

51. Medicament selon I'une des revendications 32 e 50, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
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thtophosphoryle pr6vus au niveau des extr6mit6s de la structure double brtn. 

52. Medicament seton Tune des revendications 32 ^ 51 , dans lequel la liaison chimique est constitute par des liaisons 
en triple helice au niveau des extrtmitts de la structure double brin. 

53. Medicament selon I'une des revendications 32 d 52, dans lequel au moins un groupe 2''hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplact dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2 -amino- 
ou 2'-m6thyle. 

10 54. Medicament selon I'une des revendications 32 d 53, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de la 
structure double brin est un "nucleotide fermt" presentant un cycle sucre modifie chimlquement, de preference 
par un pont 2'-0,4'-C-m6thyiene. 

55. Medicament seion Tune des revendications 32 d 54, dans lequel I'ARNdb est lie associe d ou entoure par au 
15 moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celui-ci ou fabriquee par voie synthetique. 

56. Medicament sefon I'une des revendications 32 d 55, dans lequel la proteine enveloppe est derivee d'un polyoma- 
virus. 

20 57. Medicament selon I'une des revendications 32 ^ 56, dans lequel )a proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

58. Medicament seton Tune des revendications 32 d 57, dans tequel, lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside d partir de la proteine enveloppe, un cdte est tourne vers I'interieur de la capside ou de 

25 la structure de type capside. . 

59. Medicament selon I'une des revendications 32 d 58, dans lequel un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

30 60. Medicament selon I'une des revendications 32 d 59, dans lequel la cellule est une cellule de vertebre ou une cellule 
humaine. 

61. Medicament selon I'une des revendications 32 ^ 60, dans lequel sent contenus au moins deux ARNdb differents 
Tun de I'autre, un brin de chaque ARNdb etant compiementaire au moins sur certaines portions ou segments de 

35 respectivement un d'au moins deux genes cibies differents. 

62. Medicament selon la revendication 61, dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 

63. Principe actif comportant au moins un oligoribonucieotide d'une structure double brin (ARNdb) form6e de deux 
40 ARN simple brin separes, destine a inhiber I'expression d'un gene cible donne. un brin de I'ARNdb presentant une 

region compiementaire du gene cible, et dans lequel le gene cible est une composante d'un vinjs ou d'un viroide 
pathogene vegetal, 
caracterlse en ce que 

la region compiementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

45 

64. Principe actif seion (a revendication 63, dans lequel le gene cible peut etre exprime dans des cellules eucaryotes. 

65. Principe actif selon la revendication 63 ou 64, dans lequel I'ARNdb est r6alis6 en double brin sur certaines portions 
ou segments. 

50 

66. Principe actif selon I'une des revendications 63 ci 65, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modifi6es pour 
contrer une degradation dans la ceituie ou une dissociation en simples brins. 

67. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 66, dans lequel fa cohesion de la structure double brin, occa- 
55 sionnee par les paires de nucleotides compiementaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 

(s) liaison(s) chimique(s). 

68. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 67, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
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covalente ou lonique, une liaison par pontage d'hydrog^ne, des interactions hydrophobes, de pr6f6rence des 
Interactions Van der Waals ou d'empilement. ou par une coordination ionique m6talltque. 

69. Principe actif selon Tune des revendications 63 ^ 68, dans lequel la liaison chimique est r6alis6e au niveau d'au 
5 moins une. de prdf^rence au niveau des deux, extr6mit6s de la structure double brin. 

70. Principe actif selon Tune des revendications 63 d 69, dans lequel la liaison chimique est form^e au moyen d'un 
ou de ptusieurs groupes de liaison, tes groupes de liaison Stant de pr^f^rence des chatnes poly-(oxyphosphtnico- 
oxy-1,3-propanediol)- et/ou poly^thyl^neglycol. 

10 

71 . Principe actif selon I'une des revendications 63 d 70, dans lequel la liaison chimique est form6e par des analogues 
de purine utilises d la place de la purine dans la stnjcture double brin. 

72. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 71, dans lequel la liaison chimique est fomi^e par des motifs 
^5 azabenzene introduits dans la structure double brin. 

73. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 72, dans lequel la liaison chimique est form§e par des analogues 
nucidotidiques ramifies utilises a ia place de nucleotides dans la structure double brin. 

20 74. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 73, dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctlonnels, de preference une bis-(2-chtoro6thyl) 
amine ; N-acetyl-N''(p-glyoxyl-benzoyl)>cystamine ; 4'thiouracile; psoralene. 

75. Principe actif selon Tune des revendications 63 d 74, dans lequel la liaison chimique est form^e par des groupes 
25 thiophosphoryle pr^vus au niveau des extr6mit6s de la stnjcture double brin. 

76. Principe actif seton t'une des revendications 63 d 75. dans lequel la liaison chimique est constitute par des liaisons 
en triple htlice au niveau des extrtmitts de la structure double brin. 

30 77. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 76, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2'-amino- 
ou 2'-methyIe. 

78. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 77, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
35 la structure double brin est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 

par un pont 2'-0,4'-C-methyiene. 

79. Principe actif selon I'une des revendications 63 ^ 78, dans lequel un brin de I'ARNdb est compl6mentaire du 
transcript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

40 

80. Principe actif selon I'une des revendications 63 d 79, dans lequel sont contenus au moins deux ARNdb differents 
I'un de I'autre. un brin de chaque ARNdb etant comptementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectlvement un d'au moins deux genes cibles differents. 

45 81. Utilisation d'un oligoribonucieotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux ARN simple brin separes 
pour preparer un medicament ou un principe actif destine d inhiber Texpression d'un gene cible donne, un brin de 
I'ARNdb presentant une region compiementaire du gene cible, 
caracterisee en ce que 

la region compiementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

50 

82. Utilisation seton la revendication 81, dans laquelle I'ARNdb est empaquete dans des structures micellaires. de 
preference des liposomes. 

83. Utilisation selon Tune des revendications 81 ou 82, dans laquelle I'ARNdb est incorpore dans des capsides natu- 
55 relies virales ou dans des capsides artificteltes, preparees par vole chimique ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

84. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 83. dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des cellules 
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eucaryotes. 

85. Utilisation selon I'une des revendications 81 ^ 84, dans (aquelle le g6ne cibte est s6lectionn6 parmi le groupe 
suivant : oncogene, g^ne de cytokine, gene d*td-prot6ine. g^ne de d^veloppement. gdne de prion. 

5 

86. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 85. dans laquelle le gdne cible peut gtre exprim^ dans des orga- 
nlsmes pathog^nes, de prdf^rence dans des plasmodies. 

87. Utilisation selon Tune des revendications 81 d 86, dans laquelle le g^ne cible est une composante d'un virus ou 
10 d'un viroTde. 

88. Utilisation selon la revendication 87, dans laquelle le virus est un virus ou un virotde pathog^ne humain. 

89. Utilisation selon la revendication 87, dans laquelle le virus ou le viroTde est un virus ou un vtroTde pathog§ne animal 
15 OU v6g6tal. 

90. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 89, dans laquelle I'ARNdb est realist d double brin sur certaines 
portions ou segments. 

20 91. Utilisation selon Tune des revendications 81 ^ 90, dans laquelle les extr6mit6s de I'ARNdb sont modifi6es pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

92. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 91 , dans laquelle la cohesion de la structure double brin, occasionn6e 
par les paires de nucleotides compl^mentaires, est renforc^e par au moins une, de preference deux, autre(s) 

25 liaison(s) chimique(s). 

93. Utilisation selon Tune des revendications 81 d 92, dans laquelle a liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogdne, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

30 

94. Utilisation selon I'une des revendications 81 ^ 93, dans laquelle la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux, extremites de la structure double brin. 

95. Utilisation selon I'une des revendications 81 a 94, dans laquelle la liaison chimique est form6e au moyen d'un ou 
35 de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chaines poly-(oxyphosphinico- 

oxy-1 ,3-propanediol)- et/ou polyethyleneglycol. 

96. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 95, dans laquelle la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises d la place de la purine dans la structure double brin. 

40 

97. Utilisation selon Tune des revendications 81 d 96. dans laquelle la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

98. Utilisation selon Tune des revendications 81 e 97. dans laquelle la liaison chimique est formee par des analogues 
45 nucieotidiques ramifies utilises d la place de nucleotides dans la structure double brin. 

99. Utilisation selon Tune des revendications 81 ^98, dans laquelle on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique : bleu de m6thyl6ne ; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-chloroethyl) 
amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-lhiouracile ; psoraiene. 

50 

100. Utilisation selon I'une des revendications 81 ^99, dans laquelle la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extremites de la structure double brin. 

101. Utilisation selon I'une des revendications 81 e 100, dans laquelle la liaison chimique est formee au niveau des 
55 extremites de la structure double brin par des liaisons en triple heiice. 

102. Utllisation selon I'une des revendications 81 d 101 , dans laquelle au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 2*-amino- 



30 



ou 2'-m6thyle. 



EP1 144 623 B9 (W1B1) 



103. Utilisation selon Tune des revendlcations 81 d 102, dans laquelle au moins un nucleotide d'au nnoins un brin de 
la structure double brin est un "nucleotide ferme** pr^sentant un cycle sucre nriodifie chimiquement, de preference 
par un pent 2'-0,4'-C-methyl6ne. 

104. Utilisation selon Tune des revendlcations 81 d 103, dans laquelle I'ARNdb est lie d» associe d ou entoure par au 
moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celul-cl ou fabriquee par vote synthetique. 

105. Utilisation seion I'une des revendicattons 81 d 104, dans laquelle la proteine enveloppe est dehvee d'un polyoma- 
virus. 

lOe.Utlllsation selon I'une des revendications 81 a 105, dans laquelle la proteine enveloppe contient la proteine virale 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

107.Utilisation selon I'une des revendications 81 ^ 106, dans laquelle lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside ^ partir de la proteine enveloppe, un c6te est tourne vers Tinterieur de la capside ou de 
la structure de type capside. 

lOS.Utilisation selon I'une des revendications 81 d 107, dans laquelle un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou traite du gene cible. 

lOS.Utilisation selon Tune des revendications 81 e 108, dans laquelle la cellule est une cellule de vertebre ou une 
cellule humaine. 

110. Utilisation selon I'une des revendications 81 d 109, dans laquelle au moins deux ARNdb differents I'un de I'autre 
sont utilises, un brin de cheque ARNdb etant compiementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 

111. Utilisation selon la revendication 110, dans laquelle un des genes cible est le gene PKR. 

112. UtiIisation selon I'une des revendications 81 ^ 111, dans laquelle le medicament peut etre tnjecte dans le flux 
sanguin ou dans I'lnterstitium de I'organisme sur lequel est realisee la therapie. 

lia.Utilisation selon I'une des revendications 81 a 112, dans laquelle I'ARNdb est recueilli dans des bacteries ou des 
microorganismes. 

114. Utilisation d'un vecteur de codage d'au moins un oligorlbonucieotide d'une structure double brin (ARNdb) formee 
de deux ARN simple brin separes pour fabriquer un medicament ou un principe actif destine d inhiber I'expression 
d'un gene cible donne. un brin de I'ARNdb presentant une region compiementaire d'un gene cible, 
caracterisee en ce que 

la region compiementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

115. Utilisation selon la revendication 114, dans laquelle ie gene cible peut etre exprim6 dans des cellules eucaryotes. 

116. Utilisation selon la revendication 114 ou 115, dans laquelle le gene cible est seiectionne parmi le groupe suivanl : 
oncogene, gene de cytokine, gene d'Id-proteine. gene de developpement, gene de prion. 

11 7. Utilisation selon Tune des revendications 114^116, dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

118. Utilisation selon I'une des revendications 114 a 117, dans laquelle le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroTde. 

llO.Utilisation selon la revendication 118, dans laquelle le virus est un virus ou un vlroYde pathogene humain. 

120.Utilisation selon la revendication 118. dans laquelle le virus ou le viroTde est un virus ou un viroTde pathogene 
animal ou vegetal. 
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121 .Utilisation selon Tune des revendications 114 ^ 120, dans laquelle I'ARNdb est r6alis6 en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

122. Utillsation selon Tune des revendications 114 ^ 121, dans laquelle un brin de I'ARNdb est compl6mentaire du 
transcript d'ARN primaire ou trait6 du gdne cible. 

123. Utiiisation selon Tune des revendications 114 d 122, dans laquelle la cellule est une cellule de vert6br6 ou une 
cellule humaine. 

124. Utilisation selon I'une des revendications 114 d 123, dans laquelle au moins deux ARNdb diff6rents I'un de Tautre 
sont utilises, un brin de chaque ARNdb ^tant compl^mentaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d*au moins deux g^nes cibles diffSrents. 

125. Utilisation selon la revendication 124, dans laquelle un des gdnes cible est le g^ne PKR. 
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